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RESUMO

O enfisema pulmonar é caracterizado pela destruicdo proteolitica e progressiva
da parede alveolar decorrente da resposta inflamatoria e remodelamento
tecidual o que ocasiona perda da superficie respiratéria e limitacdo do fluxo
aéreo. O cinamato de metila (CM) é um derivado éster do acido cinamico
encontrado em varias espécies vegetais, possuidor de vasta gama de efeitos
farmacoldgicos, incluindo acdes antioxidantes e anti-inflamatorias, entretanto,
ainda ndo ha registros de estudos que descrevam seus possiveis efeitos
terapéuticos sobre o enfisema pulmonar. Neste estudo avaliamos os efeitos do
CM na resposta inflamatoria das vias aéreas e nas alteracbes estruturais do
pulmd@o de camundongos com enfisema induzido por elastase, bem como os
efeitos do CM sobre a ativacao do epitélio das vias aéreas in vitro. Camundongos
C57BL/6, de ambos os sexos, receberam injecéo intratraqueal de elastase (ELA,
2 Ul em 50 pL) ou solugdo tampao fosfato-salina (PBS, controle). O tratamento
ocorreu do dia 16 ao 20 pds-estimulo por meio de uma Unica instilacdo diaria
com CM (1, 10 e 50 ymol/Kg). Vinte e quatro horas ap0s o ultimo tratamento,
foram avaliados nas vias aéreas e no pulmédo o perfil inflamatério a partir do
lavado broncoalveolar (LBA) e das alteracbes histolégicas do pulméo. As
analises estatisticas foram realizadas com ANOVA de uma via, seguida do pés-
teste de Newman-Kewls. Todos o0s procedimentos experimentais foram
aprovados pelo CEUA-UFAL n° 85/15. Os animais estimulados com elastase
exibiram uma reducdo no peso corpéreo a partir do terceiro dia pés inducéo,
quando comparados aos animais controles. Orgdos como baco, rim e figado
obtidos dos diferentes grupos experimentais ndo demostraram alteracdes
morfologicas evidentes. Animais com enfisema exibiram intensa infiltracdo de
leucdcitos, caracterizada por um aumento na contagem de macréfagos, linfécitos
e neutrdfilos. O tratamento com 1, 10 ou 50 ymol/Kg de CM reduziu a contagem
de todos os tipos celulares do infiltrado inflamatdrio. A andlise histopatologica
dos pulmd@es de animais com enfisema revelou destruicdo dos septos alveolares,
aumento do espaco aéreo e infiltracao de células inflamatoérias, bem como maior
deposicao de colageno peribronquiolar, entretanto, todas estas alteracées foram
marcadamente diminuidas apds o tratamento com CM, principalmente nas duas
maiores doses. O tratamento com CM reduziu no pulméo os niveis de IL-13 e
TNF-a, mas ndo os niveis de IL-10. Esses mesmos tratamentos também
diminuiram os niveis de IL-6 no LBA de camundongos enfisematosos. Células
do epitélio alveolar da linhagem A549 quando estimuladas in vitro com TNF-a
produziram niveis elevados de IL-18 e IL-6, fendbmeno que foi inibido pelo
tratamento com CM em concentra¢cdes que nao induziram citotoxicidade. A
producdo de espécies reativas de oxigénio nao foi afetada pelo tratamento com
CM. Esses resultados demonstram que o CM inibiu a inflamacé&o das vias aéreas
e melhorou a leséo pulmonar induzida, o que mostra sua importancia como um
candidato ao tratamento do enfisema pulmonar.

Palavras-chave: Cinamato de Metila. Fenilpropanoide. Produtos naturais.
DPOC.



ABSTRACT

SILVA, L.M.P. Anti-inflammatory activity of methyl cinnamate on elastase-
induced pulmonary emphysema in mice [thesis]. Macei6: UFAL/PPGCS, 2021.

Pulmonary emphysema is characterized by proteolytic and progressive
destruction of the alveolar wall resulting from the inflammatory response and
tissue remodeling, which causes loss of the respiratory surface and airflow
limitation. Methyl cinnamate (MC) is an ester derivative of cinnamic acid found in
several plant species, possessing a wide range of pharmacological effects,
including antioxidant and anti-inflammatory actions, however, there are still no
records of studies describing its possible therapeutic effects about pulmonary
emphysema. In this study, we evaluated the effects of MC on the inflammatory
response of the airways and structural changes in the lungs of mice with
emphysema induced by elastase, as well as the effects of CM on the activation
of airway epithelium in vitro. C57BL/6 mice, of both sexes, received an
intratracheal injection of elastase (ELA, 2 IU in 50 pL) or phosphate-saline buffer
solution (PBS, control). The treatment ocurred from the 16th to the 20th post-
stimulus by means of a single daily instillation with MC (1, 10 and 50 umol/Kg).
Twenty-four hours after the last treatment, the inflammatory profile from
bronchoalveolar lavage (BAL) and histological changes in the lung were
evaluated in the airways and lung. Statistical analyzes were performed with one-
way ANOVA, followed by Newman-Kewls post-test. All experimental procedures
were approved by CEUA-UFAL n° 85/15. Elastase-stimulated animals exhibited
a reduction in body weight from the third day after induction, when compared to
control animals. Organs such as spleen, kidney and liver obtained from different
experimental groups did not show evident morphological changes. Animals with
emphysema exhibited intense leukocyte infiltration, characterized by an increase
in the count of macrophages, lymphocytes and neutrophils. Treatment with 1, 10
or 50 ymol / Kg of MC reduced the count of all cell types of the inflammatory
infiltrate. Histopathological analysis of the lungs of animals with emphysema
revealed destruction of the alveolar septa, increased air space and infiltration of
inflammatory cells, as well as greater deposition of peribronchiolar collagen,
however, all these changes were markedly reduced after treatment with MC,
mainly in both higher doses. Treatment with MC reduced the levels of IL-1B and
TNF-a in the lung, but not IL-10 levels. These same treatments also decreased
the levels of IL-6 in the BAL of emphysematous mice. Cells from the A549 lineage
alveolar epithelium, when stimulated in vitro with TNF-a, produced high levels of
IL-18 and IL-6, a phenomenon that was inhibited by treatment with MC at
concentrations that did not induce cytotoxicity. The production of reactive oxygen
species was not affected by treatment with MC. These results demonstrate that
CM inhibited airway inflammation and improved induced lung injury, which shows
its importance as a candidate for the treatment of pulmonary emphysema.

Keywords: Methyl cinnamate. Phenylpropanoid. Natural products. COPD.
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1 INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) € uma doenca grave
responsavel por elevada morbidade na populacéo, e se mantém como uma das
principais causas de morte em muitos paises, fazendo com que ocupe o terceiro
lugar de causas de morte no mundo. No Brasil € estimado que ocorram cerca de
40 mil mortes por ano em decorréncia da DPOC (THEODORO-JUNIOR et al.,
2017; GOLD, 2019; BARNES, 2019).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a DPOC como uma
doenca evitavel, causada pela exposicéo a particulas sélidas ou gases nocivos
que induzem alteracfes respiratorias persistentes, lentamente progressivas e
que envolve limitacdo ao fluxo de ar nos pulmdes (OMS, 2008). O habito de
fumar é um fator de risco primario para esta doenca, visto que a exposicao
prolongada a fumaca de cigarro provoca inflamacdo das vias aéreas
(bronquiolite obstrutiva) e destruicdo das estruturas alveolares (enfisema
pulmonar), o que ocasiona o aumento do espago aéreo e comprometimento das
trocas gasosas (JOBSE et al., 2014; GOLD, 2019). Assim, o enfisema ocasiona
a perda da superficie respiratéria e da irrigacdo sanguinea, diminuicdo da
elasticidade tecidual e da hiperextensdo pulmonar, que culminam com a
insuficiéncia respiratoria cronica (ROULET et al., 2012; THEODORO-JUNIOR et
al., 2017).

Mesmo com todo avango na atencéao e cuidado aos pacientes com DPOC,
a elevada morbidade de pacientes em todo o mundo ainda persiste, o que reforca
a necessidade de se dispor de tratamentos farmacolégicos eficazes para impedir
a progresséo da lesdo pulmonar (THEODORO-JUNIOR et al., 2017).

Atualmente, a abordagem terapéutica proposta para individuos afetados
por DPOC tem por base a reducdo de fatores de risco, monitoramento da doenca
e controle das exacerbacdes. Sendo assim, objetiva-se a melhoria sintomatica
da obstrucdo do fluxo aéreo, sendo geralmente prescritos antagonistas
muscarinicos, agonistas -2 adrenérgicos e inibidores da fosfodiesterase-4
(PDE4) (TAKATA et al., 2015), tendo no roflumilaste, um inibidor da PDE4,
efichcia anti-inflamatéria significativa, porém com utilizacdo restrita ao
tratamento de estagios graves da DPOC associado a frequentes historicos de
exacerbacdes (WEDZICHA et al., 2016).
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Muitas sdo as reacOes adversas observadas nos pacientes durante os
tratamentos farmacoldgicos a exemplo de dores de cabeca, tremores e agitacao
(HAN et. al., 2009). Em razéo disso, ainda se faz necessario a disponibilidade de
novas terapias farmacoldgicas capazes de melhorar a condicdo clinica do
paciente e que ndo induzam tantos efeitos adversos associados ao uso.

Dentre as inumeras possibilidades para a identificacdo e desenvolvimento
de novos farmacos, a biodiversidade ainda permanece como uma relevante
opcao para identificar substancias quimicas com potencial terapéutico (GAMES
et al., 2016).

O cinamato de metila (CM) é um fenilpropanoide derivado do &cido
cindmico, encontrado em diversas plantas, frutas e cereais, sendo descrito como
detentor de distintas atividades farmacoldgicas, tais como: antioxidante
(MURAKAMI et al.,, 2018), anti-inflamatéria (MURAKAMI et al., 2018),
antimicrobiana (CHEN et al., 2012), antifangica (DE VITA et al., 2016),
vasodilatador (NUNES et al.,, 2017), antiespasméddico (LIMA et al., 2014) e
outras. No entanto, até o momento ndo foram encontrados registros de estudos
que tenham avaliado seu potencial em tratar doencas pulmonares de base
inflamatoria, tal como o enfisema pulmonar.

Cabe destacar que varios modelos animais vém sendo extensamente
utilizados para o melhor entendimento dos diversos mecanismos fisiopatoldgicos
subjacentes ao desenvolvimento de doencgas inflamatdrias, a exemplo: inalagéo
de fumaca de cigarro e instilacdo de enzimas elastoliticas (elastase pancreatica
porcina, papaina ou elastase neutrofilica humana) (HENRIQUES et al., 2016).

O modelo experimental de enfisema pulmonar induzido por elastase em
camundongo, é um modelo exequivel em um curto periodo de tempo, econémico
e que permite reproduzir fendmenos caracteristicos da doenca em humanos,
como a inflamacédo local e o aumento do espaco aéreo pulmonar (ROULET et
al., 2012; SZABARI et al., 2015).

Assim, partindo dos efeitos ja atribuidos ao cinamato de metila por
estudos prévios, avaliou-se o tratamento curativo com cinamato de metila
(iniciado apoés a instalacdo do quadro enfisematoso), o que seria valido por
mimetizar um cenario clinico, ou seja, 0 momento onde pacientes com a doenca
estabelecida procuram atendimento clinico. Tendo por base as informactes

apresentadas, este estudo teve por objetivo avaliar o efeito do cinamato de metila
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no enfisema pulmonar induzido por elastase em camundongos, € com isso
caracterizar seus efeitos sobre a inflamacédo e o remodelamento tecidual no

enfisema pulmonar.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Doencga pulmonar obstrutiva cronica

2.1.1 Dados epidemiolégicos

Doencas respiratdrias sdo umas das principais causas de morte em todo
o mundo (ANTUNES et al., 2014). Figurando em terceiro lugar dentre as dez
doencas que mais matam mundialmente, ficando atras apenas das doencas
cardiacas isquémicas e do acidente vascular encefélico (Figura 1), doenca
pulmonar obstrutiva cronica acomete mais de 300 milhdes de pessoas em todos
os continentes (BARNES, 2019). A DPOC € uma doenca grave, de evolucéo
lenta e progressiva, e ndo ha até o momento um tratamento farmacoldgico
disponivel para combater sua etiologia ou impedir sua evolugdo (GAMES et al.,
2016; BARNES, 2019).

Figura 1 — Ranking das 10 primeiras causas de morte no mundo, 2019.

1. Doencas isquémicas cardiacas
2. Mortes sidbitas
3. Doenca pulmonar obstrutiva
4 Infeccbes respiratdrias inferiores o]
5. Condictes neonatais -
6. Cénceres detragueia, brénquios e pulmao
7. Alzheimer e outras deméncias

8. Doencas -

9. Diabetes mellitus
10. Doencas renais
Namero de Mortes (Milh&es)

Causasnio ® Causas
comunicaveis comunicaveis

Fonte: OMS, 2020.

A DPOC acarreta elevados custos para a saude publica, podendo gerar
perda significativa da capacidade produtiva, com consequente comprometimento
econdmico e social, bem como reducdo da qualidade de vida dos pacientes
acometidos (GOLD, 2019).
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Segundo dados da OMS, somente no ano de 2019, a DPOC causou em
média o Obito de uma pessoa a cada 10 segundos. Projeta-se que o nimero de
acometidos por esta doenca aumente nas proximas décadas, em virtude do
envelhecimento populacional e da exposi¢cao continua a fatores de risco, fatos
este que levaram a OMS decretar a DPOC como epidemia (OMS, 2019). Neste
cenario, mais de 4,5 milhdes de mortes por DPOC e outras condi¢cdes
relacionadas séo esperadas até o final desta década (GOLD, 2019). Estima-se
ainda, que as mortes relacionadas ao tabagismo aumentem para 8,3 milh&es por
ano até 2030, destas, mais de 7 milhdes por uso direto e aproximadamente 1,2
milhdo de fumantes passivos (BRASIL, 2021).

De acordo com os critérios estabelecidos no Disability-Adjusted Life Year
(DALY), ou “Esperanca de Vida Corrigida pela Incapacidade”, que € um indicador
usado pela OMS para estimar a expectativa de vida da populacdo, a DPOC tem
Impacto negativo para o paciente. De acordo com este indicador, a relagéo de
anos perdidos tanto pelas mortes prematuras, quanto de anos vividos com
incapacidade equivale a perda de um ano de vida saudavel, o que representa a
denominacédo de 1 DALY (OMS, 2019).

Nesta perspectiva, a DPOC ocupou o sétimo maior DALY mundial no ano
de 2019 dentre todas as classificacdes: doencas comunicaveis, materno-infantil
e condicBes nutricionais; doengcas ndo comunicaveis e injlrias acidentais;
atingindo a quinta posicdo ao avaliar apenas as doencas sem causas
notificaveis, gerando custos estimados entre US$ 1.000 e 4.000/paciente/ano
(RABAHI, 2013; OMS, 2019).

As doencas respiratorias representam um impacto negativo crescente na
economia e nos servicos de saude pelo mundo (BARNES et al.,, 2015). Na
Europa, na ultima década, foram registrados mais de 600.000 mortes/ano e
cerca de seis milhdes de internacbes hospitalares, resultando num custo
superior a 38,6 bilhdes de euros por ano. Nos Estados Unidos, ha custos
estimados de 32 bilhdes, somados a 20,4 bilhées de dolares em custos indiretos
para estes tratamentos (GOLD, 2019).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS), no
Brasil aproximadamente 8 milhdes de pessoas sao portadoras de algum tipo de
doencga pulmonar obstrutiva (OPAS, 2014), segundo dados do DATASUS, a

cada hora trés brasileiros morrem em decorréncia desta doenca (BRASIL, 2020).
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Apesar da pronunciada reducdo no namero de internacées hospitalares
(cerca de 41%) e Obitos (cerca de 28%) relacionados a doencas pulmonares nos
altimos cinco anos, entre 2016 e 2020, o numero de pacientes afetados por estas
doencas ainda permanecem elevados, e oneram financeiramente o Sistema
Unico de Saude (SUS) brasileiro (BRASIL, 2021). Além disso, em todo Brasil o
ndmero de internacdes, a taxa de mortalidade e os gastos financeiros
correspondem a indices elevados quando comparados ao total de casos das

doencas do aparelho respiratorio (Tabela 1).

Tabela 1 - Indicadores relacionados a bronquite, enfisema e outras doencas
pulmonares obstrutivas crénicas em individuos atendidos pelo SUS no Brasil
entre os anos de 2009 e 2020.

NUmero de NUmero de Taxa de

RegEe Internacdes Obitos mortalidade D ()
Norte 82.973 4.944 5,96 58.002.122,94
Nordeste 269.939 17.006 6,30 206.406.444,32
Sudeste 492.947 42.208 8,56 484.616.377,79
Sul 483.914 27.581 5,70 361.754.922,51
Centro-Oeste 127.135 7.003 5,51 91.588.857,63
Brasil 1.456.908 98.742 6,78 1.202.388.725,19

Fonte: BRASIL, 2021.

Doencas relacionadas ao aparelho respiratorio foram responsaveis por
um por custo de mais de um bilh&o de reais no ano de 2019 quando se observa
os valores totais de atendimentos eletivos e de urgéncia pelos sistemas de saude
publicos e privados. Cabe destacar que, deste montante, 99.976.902,11 milhdes
de reais foram para custear atendimentos de urgéncia com causas relacionadas
a bronquite, enfisema e outras doencas pulmonares obstrutivas crbnicas
(BRASIL, 2019).

Destaca-se que, dentre os estados da regido Nordeste, Alagoas ocupa a
terceira posicdo no ranking em relacdo a taxa de mortalidade, ficando atras
apenas dos estados de Sergipe e do Rio Grande do Norte (Tabela 2, pag. 23);

em se tratando do ranking nacional, Alagoas desponta em quinto lugar dentre as
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27 unidades da federacao. Isto pode ser em parte atribuido a uma atividade
muito difundida no estado, a da colheita da cana de agucar, na qual utilizam a
gueima da palha para facilitar o corte (ARBEX et al., 2000), no entanto, esta
pratica expde diretamente muitos trabalhadores a inalacao de gases e materiais
particulados que podem afetar as vias aéreas e ocasionar sintomas respiratorios
persistentes (PRADO et al, 2012), prejuizos no transporte mucociliar
(FERREIRA-CECCATO, et al. 2011) e consequentemente, na funcdo pulmonar
(PRADO et al, 2012).

Tabela 2 - Indicadores relacionados a bronquite, enfisema e outras doencas
pulmonares obstrutivas crénicas em individuos atendidos pelo SUS nos Estados
da Regido Nordeste entre os anos de 2009 e 2020.

Numero de MAmERe Taxa de Valor total gasto
Estados ~ de ;
Internacdes o mortalidade (R$)
obitos

Maranhao 30.591 1.050 3,43 17.941.493,51
Piaui 14.060 642 4,57 8.168.758,54
Ceara 42.996 2.186 5,08 31.457.824,73
Rio Grande do 6.592 803 12,18 5.868.695,97
Norte
Paraiba 30.965 1.683 5,44 21.684.386,58
Pernambuco 44.674 3.420 7,66 51.379.788,56
Alagoas 9.800 1.119 11,42 8.901.570,01
Sergipe 4.290 669 15,59 4.017.223,05
Bahia 85.971 5.434 6,32 56.886.703,37
Total 269.939 17.006 6,30 206.406.444,32

FONTE: BRASIL, 2021.
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2.1.2 Estrutura pulmonar

O sistema respiratorio pode ser dividido em porcao de conducédo formada
pelas cavidades nasais, a faringe, a laringe, a traqueia, os brénquios e os
bronquiolos e porcao respiratéria que consiste nos bronquiolos respiratérios,
ductos alveolares, sacos alveolares e alvéolos, sendo esta porcao localizada no
interior do tecido pulmonar (OVALLE; NAHIRNEY, 2008).

Os pulmdes sao distintos, sendo o pulmao direito maior que o esquerdo, e
constituido por trés lobos e duas fissuras, obliqua e horizontal, enquanto que o
pulm&o esquerdo possui dois lobos e somente uma fissura obliqua (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019). Os pulmdes sao 6rgdos macios, possuem estrutura
tridimensional complexa, da qual participa a traqueia que proporciona uma
comunicacao continua até os alvéolos, sendo todo comprimento percorrido por
fibras elasticas que permitem que as vias aéreas se expandam (CRAIG; SCOTT,;
MITZNER, 2016).

A estrutura pulmonar € composta por milhdes de alvéolos, os quais
representam 99% da area da superficie do pulméo. Este 6rgéo é responsavel
por executar as trocas gasosas de maneira rapida e eficiente necessaria para a
manutenc¢ao do organismo (PERES-GIL, 2008; HSIA et al., 2010).

A superficie pulmonar possui a mais ampla interacdo direta com o
ambiente externo. Diariamente efetuamos trocas de um volume aproximado de
10 a 12 mil litros de ar com o ambiente. Na inspiracdo, a superficie pulmonar
pode chegar a aproximadamente 150 m?, sendo possivel em virtude da
miniaturizacdo de componentes alveolares, os quais sao semelhantes a bolhas,
em namero de aproximadamente 500 milhdes em um pulméao maduro (GUILLOT
et al., 2013). O ar e 0 sangue devem estar proximos em escala de micrémetros,
uma vez que, o pulméo deve atender as necessidades de oxigénio de todo o
corpo (HSIA et al., 2010).

A organizacdo anatbmica do pulm&o permite que capilares sanguineos
permeiem septos alveolares, 0 que proporciona que cada vaso sanguineo tenha
contato com dois alvéolos, uma de cada lado do septo, desta maneira, o0 sangue
€ espalhado sobre uma grande superficie alveolar, na qual, um minimo de tecido
forma uma barreira ar-sangue, permitindo elevada eficiéncia nas trocas gasosas
(HSIA et al., 2010; GUILLOT et al., 2013).



25

O epitélio alveolar maduro € composto por células epiteliais alveolares,
comumente denominadas pneumacitos, e podem ser classificadas em tipos | e
II. Os pneumdcitos tipo | perfazem aproximadamente 96% da superficie
pulmonar, caracterizados por serem células planas, presentes nas superficies
finas dos alvéolos encontrados predominantemente sobre os capilares. As
células tipo Il correspondem a aproximadamente 4% da superficie pulmonar, sdo
células maiores, cuboides, possuem corpos lamelares e microvilosidades apicais
(Figura 2). As caracteristicas morfolégicas do epitélio alveolar permitem que o

mesmo seja comprimido em uma camada plana de tecido (MASON, 2006).

Figura 2 — Organizagdo anatdmica: capilares sanguineos e alvéolo pulmonar.
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Fonte: CORNELL, 2016.

Para o adequado desempenho das funcionalidades dos alvéolos é
necessario um contexto apropriado que se faz através de uma interface dinamica
composta por superficie surfactante (lipidios - 90% e proteinas -10%), fluido
alveolar e ambiente (AGASSANDIAN; MALLAMPALLI, 2013).

O epitélio alveolar € uma estrutura celular essencial para a difusdo de
oxigénio e di6xido de carbono. Para efetuar adequadamente estas trocas
gasosas, 0 pulméao precisa manter uma interface adaptavel e dinadmica efetiva,
capaz de responder a uma constante e diversificada exposi¢cdo a estimulos

quimico, particulado e microbiano provenientes do ambiente. Normalmente
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essas exposicOes ndo acarretam danos ao 6rgdo, entretanto, alguns fatores
exodgenos podem oferecer niveis suficientes de perigo que justificam a ativacao
da resposta imune do individuo (GUILLOT et al., 2013; CRAIG; SCOTT;
MITZNER, 2016).

O epitélio pulmonar também funciona como uma barreira fisica entre o
limen e a submucosa subjacente, limitando o tecido de agentes exdégenos. Essa
funcdo é determinada pelo fluido de revestimento alveolar, que € originado a
partir da infiltracdo de componentes sanguineos no espaco alveolar, e tem a
secrecdo regulada pelo gradiente de pressdo. Em condi¢cdes fisiologicas
normais, o epitélio pulmonar limita a difusdo do soluto, permitindo, desta
maneira, que os alvéolos permanecam relativamente secos (Figura 3) (GUILLOT
et al., 2013).

Figura 3 - Células alveolares e homeostase pulmonar.
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Na imagem observa-se a composi¢do de um alvéolo pulmonar e interfaces estruturais
e funcionais Legenda: CEA | e II: Célula Epitelial Alveolar do tipo | e Il; MA: Macréfagos
Alveolares; CL: Corpos Lamelares; MT: Mielina Tubular. Fonte: Adaptado de GUILLOT
et al., 2013.
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As células pulmonares secretam substancias antimicrobianas,
enzimaticas, imunoglobulina A e muco, que conjuntamente, protegem e limitam
0 contato com o epitélio, apreendem particulas e microrganismos, os conduzindo
a depuracdo mucociliar. Assim quando ocorre de antigenos atingirem os tecidos
alveolares, estes em sua maioria, sdo eliminados por macréfagos e células
dendriticas ou s&o transportados via vasos linfaticos para linfonodos de
drenagem pulmonar (HASENBERG et al., 2013).

O conjunto formado pelas barreiras biofisicas e as defesas moleculares
do pulméo é capaz de manter a eficiéncia da conducédo de ar pelas vias aéreas
e as superficies de troca de gases. Este conjunto desempenha estratégias de
defesa Unicas que neutralizam eficientemente os estimulos ambientais diarios
gue chegam até os pulmdes de maneira a evitar o desenvolvimento de uma
inflamacé&o crénica nesse tecido (CRAIG; SCOTT; MITZNER, 2016). Além de
todas as funcionalidades descritas anteriormente, o tecido epitelial das vias
aéreas também funciona como um sensor local para deteccao de condi¢des de
perigo a exposicdo ambiental, sendo capaz ainda de ativar e regular a reposta
imune, mais um mecanismo de defesa que confere a boa funcionalidade do
sistema respiratério (WEITNAUER et al., 2016).

2.1.3 Etiologia da DPOC

O tecido pulmonar possui competéncia para lidar contra diferentes
agentes agressores reagindo rapidamente, reparando pequenos danos celulares
e se adaptando a perdas limitadas em sua funcionalidade. Entretanto, a
exposicao crbnica a certos estimulos nocivos incita um desequilibrio a esta
capacidade de regulacdao, de modo que as células e os tecidos podem sofrer
danos que ndo conseguem ser reparados adequadamente, podendo ocasionar
uma perda duradoura e até permanente da funcdo pulmonar (CRAIG; SCOTT;
MITZNER, 2016).

As doencas inflamatorias pulmonares crbénicas geralmente séo originadas
guando mecanismos reguladores falham ao tentar inibir respostas ocasionadas
por traumas fisicos repetitivos e/ou exposicéo persistente a agentes exdgenos.
A interrupcdo do equilibrio (estimulo ambiental versus resposta tecidual)

determina a natureza, a intensidade e a duragao da inflamacéao, sendo causa
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subjacente de muitas doencas pulmonares persistentes de diferentes
magnitudes, desde leves a extremamente graves, podendo acarretar
consequéncias devastadoras a funcionalidade desse sistema (CRAIG; SCOTT;
MITZNER, 2016; AGGARWAL et al., 2018).

A DPOC abrange variados graus de bronquite cronica, de enfisema
pulmonar e de remodelamento de pequenas vias aéreas, decorrendo
principalmente da inalagdo prolongada de agentes nocivos, tais como gazes e
particulas téxicas (GOLD, 2019). E de conhecimento que o habito de fumar
assumiu proporcdes de pandemia no ultimo século, no qual vem sendo
considerada pela OMS a principal causa de morte evitdvel no mundo (JOSE et
al., 2017).

O histérico de tabagismo (dose cumulativa de pelo menos 20
unidades/ano) mostra-se como 0 mais importante fator de predisposicdo a
DPOC. Além do tabagismo, o fator genético de deficiéncia de a-1 antitripsina
(a1-AT) também é incluido como fator de risco para a DPOC, porém esta
condicdo apresenta um menor impacto quando comparado aos fatores
ocupacionais, tais como a queima de combustiveis/biomassa e os poluentes
gerados pela construcdo civil (Figura 4, pag. 29) (GOLD, 2019). A influéncia
destes fatores associados com 0 aumento da expectativa de vida, fizeram com
gue a OMS considerasse a DPOC uma epidemia (ANTUNES; ROCCO, 2011;
KIM et al., 2015).
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Figura 4 — Fatores de risco para o desenvolvimento da DPOC.
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Fonte: Adaptado OMS, 2008.

No caso do tabagismo, a inalacdo da fumaca decorrente da combustéo
do cigarro induz uma hiperplasia e hipertrofia das glandulas secretorias das vias
aéreas, além de aumentar a secrecdo de muco, caracteristicas associadas a
bronquite crénica, promover uma maior deposi¢cao de colageno peribronquiolar
e enfisema, que séo fendtipos tipicos da DPOC (AGGARWAL et al., 2018;
GOLD, 2019; YAMASHITA et al., 2019).

A inalag&o cronica da mistura de aproximadamente 5.000 substancias
qguimicas complexas encontradas na fumaca do cigarro, bem como de uma
elevada carga ambiental inalatéria de diferentes espécies reativas de oxigénio,
induz a inflamacdo e promovem desequilibrios no metabolismo oxidativo e de
enzimas (protease versus antiprotease), e ainda, desencadeiam mecanismos de
morte celular nas células dos pulmdes (Figura 5, pag. 30) (HENSON et al. 2006;
GRABIEC; HUSSELL, 2016; BARROSO et al., 2017).
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Figura 5 - Fatores importantes na etiologia da DPOC.
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Fonte: MOLETA, 2017.

O desenvolvimento da DPOC, esta relacionado, normalmente, a trés tipos
gerais de lesdes: i) inflamacéao e fibrose das pequenas vias aéreas, ii) hiperplasia
das glandulas mucosas e iii) enfisema. Estas lesbes ocorrem geralmente em
associacdo com comorbidades, a exemplo das doencgas cardiovasculares e
metabdlicas, enfermidades estas que precisam ser levadas em consideracao,
principalmente, na progressdo da doenca (SENIOR, ANTHONISEN, 1998;
BARNES, 2013).

A DPOC envolve inflamagdo cronica complexa que afeta,
predominantemente, as vias aéreas periféricas e parénquima pulmonar. A
instalacdo desta inflamacédo induz a um processo de leséo e reparo repetitivo,
originando alteracfes na estrutura das vias aéreas pulmonares, processos estes
que se autoperpetuam mesmo apdés o0 estimulo que desencadeou tais
alteracdes, como a cessacao do habito tabagista, o que indica que a manutencéo
da inflamacdo é sustentada por mecanismos autbnomos, ocasionando danos
continuos aos pulmdées (GOLD, 2019; YAMASHITA et al., 2019).

A inalagdo de substancias irritantes induz na mucosa respiratoria uma
reducado na expressao/atividade da histona desacetilase 2 (HDAC2) nos pulmdes

e aumento do numero de células envolvidas na patogénese da DPOC, como
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macrofagos e células epiteliais, que resultam no aumento da expressao e
ativagdo persistente de genes pro-inflamatorios (BARNES, 2013). Neste
contexto, o parénquima pulmonar e a matriz extracelular estdo alterados, em
virtude de danos ocasionados por niveis aumentados de enzimas elastoliticas e
do estresse oxidativo, fendbmenos estes que afetam a mecéanica das vias aéreas
(DIJK et al., 2017). Por fim, a elastolise pode levar a perda de anexos alveolares,
da elasticidade e, com isso, promover a distor¢éo e estreitamento progressivo
das vias aéreas (Figura 6) (SHAPIRO; INGENITO, 2005).

Figura 6 - Mecanismos de estreitamento de pequenas vias aéreas.
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Fonte: BARNES, 2019.

Mesmo na forma menos grave da doenca, ha obstrucdo e perda de
pequenas vias aéreas. A inflamacédo destas vias origina danos estruturais na
parede alveolar, acarretando a perda dos acinos distais (CRAIG; SCOTT,;
MITZNER, 2016). Com seus fechamentos, uma porcao significativa do pulméo é
bloqueada, entretanto, o volume de ar inspirado permanece inalterado, sendo
assim, um pulmdo menor recebe o mesmo volume de ar -corrente,
sobrecarregando-o (ITO et al., 2005).

A fibrose peribrbnquica nas pequenas vias aéreas € um importante

indicador da progressdo da doenca. Presume-se ser em consequéncia da
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inflamac&o cronica persistente, através da ativacao de fibroblastos por meio de
mediadores fibrogénicos, como fator de crescimento transformador 3 (TGF-8) e
endotelina, secretados por células epiteliais e macrofagos (BARNES, 2013).

No aspecto clinico, a progressédo da DPOC proporciona limitacao do fluxo
de ar expiratorio, levando a dispneia ao esforco, tosse crénica e enfisema. Em
geral, estes sintomas coexistem, o que dificulta o diagndstico clinico para
diferenciar os fenotipos da DPOC, como a bronquite e o enfisema pulmonar,
fazendo-se necessario exames de imagem tomografia computadorizada (TC) e
raio X, testes de funcdo pulmonar (oximetria e espirometria), e laboratoriais
(hemograma e dosagem de alfa-1 antitripsina) (BRASIL, 2013; GOLD, 2019;
YAMASHITA et al., 2019).

A manifestacao clinica do enfisema pulmonar € bastante heterogénea, em
razdo disso, preconiza-se a realizacado de exames de imagem para diagnéstico,
a exemplo do raio X de torax, para avaliar nédulos pulmonares e ocorréncia de
bolhas enfisematosas, hipertransparéncia pulmonar e rebaixamento do
diafragma. Considerando a caracteristica progressiva da doenca, € necessario
realizar uma avalicdo pulmonar periddica para monitorar a evolucdo da doenca
(PAMPLONA; MENDES, 2009).

As manifestagfes clinicas extrapulmonares sdo também observadas na
progressdo da DPOC, muito possivelmente em razdo da presenca de
comorbidades no individuo que refletem manifestacdes sistémicas, como perda
de peso, disfuncdo musculoesquelética, além de aumento do risco de
desenvolver outras doencas, como cancer de pulmdo (GOLD, 2019;
YAMASHITA et al., 2019).

2.2 Enfisema pulmonar

Tratado como um fenoétipo da DPOC, o enfisema pulmonar é
caracterizado como aumento anormal, progressivo e permanente dos espacos
aéreos distais aos bronquiolos terminais, denominados acinos, com
consequente destruicdo de paredes alveolares e obstrucdo de pequenas vias
aéreas, sem fibrose evidente, refletindo em perda da superficie respiratoria do
recuo elastico e hiperexpansao pulmonar (Figura 7, pag. 33) (SENIOR;
ANTHONISEN, 1998; DI PETTA, 2010).
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Figura 7 — Aumento do espaco aéreo parenquimal no enfisema pulmonar.
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Fonte: CRAIG; SCOTT; MITZNER, 2016.

Frequentemente o enfisema é induzido por estresse oxidativo e resposta
inflamatéria resultante do desequilibrio enzimético entre proteases e
antiproteases, que por sua vez, levam a destruicdo tecidual, perda da
capacidade de difuséo, ventilacdo colateral, sua caracteristica marcante (fluxo
de ar exacerbado entre alvéolos comunicantes) e insuficiéncia respiratoria
cronica (KUHL et al., 2014; TAGUCHI et al., 2015; TRAJANO et al., 2016).

Além dos fatores diversos de inducdo ao enfisema pulmonar, também
devem ser considerados fendbmenos celulares, moleculares e autoimunes, 0s
quais, em conjunto ou isoladamente, contribuem para a compreenséao da fisio-
patologia da doenca (DI PETTA, 2010). Dentre as alteracfes evidenciadas nas
vias aéreas durante instalagdo do processo enfisematoso, é possivel destacar:
i) inflamacdo das vias aéreas que induz destruicdo da parede alveolar e
regeneracao prejudicada que culmina com deformacdo do lumen aéreo; ii)
fibrose e hipertrofia da musculatura lisa com espessamento das paredes
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pulmonares e obstrucdo do lumen; iii) metaplasia e hiperplasia das células

caliciformes, que secretam elevada quantidade de muco que obstruem o Iimen

aéreo, além de alterar a tensdo superficial do fluido de revestimento das vias

aéreas periféricas, facilitando o colapso das pequenas vias aéreas; iv) apoptose
de células epiteliais e endoteliais (ANTUNES; ROCCO, 2011; KUHL et al., 2014;

BARNES, 2019).

Em resumo, estas alteracbes causam estreitamento luminal por excesso

de secrecdo de muco, edema e infiltracéo de células inflamatorias; pode ocorrer

fibrose; elastolise e destruicdo de pequenas vias aéreas contribuem diretamente

para o aumento da resisténcia ao fluxo de ar (Figura 8) (SHAPIRO; INGENITO,

2005).

Figura 8 - Alteracdes fisiopatolégicas na instalacdo do processo enfisematoso.
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O enfisema pulmonar

pode ser classificado como panlobular e

centrolobular. No enfisema panlobular ha destruicdo de toda a estrutura acinar,

enquanto que no enfisema centrolobular nota-se a destruicdo de apenas uma
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parte do tecido pulmonar. Essas altera¢cdes anatdmicas podem indicar a etiologia
e o comportamento fisiopatoldégico da doenca (DI PETTA, 2010; KUHL et al.,
2014).

O enfisema panlobular, ou também chamado de panacinar, exibe uma
destruicdo uniforme das paredes alveolares, envolvendo predominantemente as
bases pulmonares nos lobos inferiores com hipertransparéncia continua,
resultante da destruicdo dos l6bulos secundarios, € caracteristico de pacientes
que desenvolveram a patologia precocemente na vida e em portadores de
deficiéncia de alfa-1-antitripsina. O enfisema centrolobular, apresenta-se com
dilatacao e destruicdo restrita aos bronquiolos e centro dos acinos pulmonares
rodeados por parénquima normal, mais acentuado nos lobos superiores, sob a
forma de mdltiplas areas pequenas e esféricas com maior extensdo da
inflamacéo das vias aéreas periféricas e associado tipicamente ao tabagismo
(Figura 9) (HOGG; SENIOR, 2002; DI PETTA, 2010; CAMPOQOS, 2013).

Figura 9 — Bronquiolos: normal e enfisematosos centrolobular e panlobular.
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Legenda: TB: Bronquiolo Terminal; RB: Bronquiolo Respiratério; AD: Ducto Alveolar;
AS: Alvéolos. Fonte: SENIOR; SILVERMAN, 2011.

Tanto o enfisema panlobular quanto o centrolobular podem ser
observados em individuos afetados por DPOC, destes, cerca de 25% sé&o
acometidos apenas por um tipo, em contrapartida, aproximadamente 50% dos
individuos desenvolvem ambas as formas. Outro fator consiste na

susceptibilidade genética do individuo, o que incluem pacientes com deficiéncia
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da antiprotease a1-AT responséavel pela inibicdo de proteases, o que torna
pacientes portadores desta deficiéncia propicios a desenvolver enfisema grave
(DI PETTA, 2010).

A elastase produzida por neutrofilos e macréfagos e outras proteases
elastoliticas, como a catepsina G, sdo apontadas como importantes causadoras
de dano tecidual. A elastase de leucdcitos induz apoptose, o que pode culminar
com a destruicdo de septos alveolares e o desenvolvimento do enfisema
pulmonar (AGGARWAL et al., 2018).

O enfisema se desenvolve em aproximadamente 15% a 20% dos
tabagistas e 1% em n&o fumantes, com incidéncia equivalente entre homens e
mulheres; uma vez que sua progressao € lenta, seu diagnostico geralmente é
mais tardio, predominantemente em pacientes na faixa etaria superior aos 40
anos (GOLD, 2019; YAMASHITA et al., 2019; OMS, 2019).

2.2.1 Componentes envolvidos na resposta inflamatodria no enfisema pulmonar

O tecido epitelial uma vez ativado por estimulos exdgenos passa a
sintetizar/secretar mediadores quimicos capazes de iniciar e amplificar a
resposta inflamatéria (COSTA; RUFINO; LAPA E SILVA, 2009). Na inflamacéo
ha o envolvimento de diversas células como os macrofagos, neutrofilos,
eosinofilos e linfécitos, que sdo ativados e amplificam a inflamacao por
secretarem outros mediadores quimicos. O acumulo destas células e seus
mediadores no trato respiratério geram danos teciduais que acarretam o
recrutamento de mais células inflamatoérias, e com isso, ha o estabelecimento da
exacerbacéo do processo inflamatério (MONTUSCHI et al., 2000; GAMES et al.,
2016).

As ceélulas epiteliais produzem mediadores pro-inflamatérios como
citocinas, que sdo proteinas envolvidas na interacdo celular, que atuam em
células-alvo de forma paréacrina, enddécrina e/ou autécrina (COSTA; RUFINO;
LAPA E SILVA, 2009).

As citocinas sao reguladores conhecidos da resposta inflamatoria, elas
podem amplificar ou suprimir a inflamacéo, sendo conhecidos como mediadores
pro- ou anti-inflamatérios, como a interleucina-1beta (IL-1B) e a interleucina-10

(IL-10), respectivamente. H& outros moduladores da inflamac¢do produzidas
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pelas células epiteliais, como os fatores de crescimento, incluindo o fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e o fator de crescimento epidérmico
(EGF), que influenciam na proliferacéo de células estruturais como fibroblastos
e células da musculatura lisa das vias aéreas. Ja as quimiocinas, citocinas com
papel quimioatraente, sdo capazes de recrutar eosinofilos, monadcitos e linfocitos
T para o pulméao durante as diferentes fases da DPOC (COSTA; RUFINO; LAPA
E SILVA, 2009).

As citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias participam da fisiopatologia
da DPOC, e reconhecidamente estdo envolvidas na producdo do fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-1B, proteina inflamatoria de macréfagos-2
(MIP-2) e proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1), além de fatores de
crescimento que induzem alteracfes estruturais, como o fator estimulador de
colénias de macréfagos (M-CSF) (TAGUCHI et al., 2015; GOLD, 2019).

Macrofagos sdo células de defesa envolvidas no desenvolvimento de
diferentes doencas que afetam o sistema respiratério. Em pacientes portadores
de enfisema pulmonar hd um intenso acumulo nos espacos alveolares, nas
paredes das vias aéreas, no parénquima pulmonar, e em outros compartimentos
pulmonares, o que pode ser explicado pelo aumento do tempo de permanéncia
dos macréfagos no tecido pulmonar, bem como pelo aumento do recrutamento
de suas células precursoras na circulagdo, os monécitos (CHRUSCIEL et al.,
2016; GOLD, 2019).

O aumento no numero de macréfagos demonstrou contribuir para génese
e progressdo da doenca, o que é explicado por possuirem a capacidade de
secretar metaloproteinases (MMP-1, MMP-9 e MMP-12), que sédo enzimas que
degradam proteinas de matriz extracelular e promovem o recrutamento de
células inflamatoérias para o sitio da lesdo. Esta acdo, facilita a infiltracdo
leucocitaria nos tecidos lesados o que acarreta na amplificacdo do perfil pro-
inflamatorio associado a DPOC. O numero de macrofagos pode ser diretamente
relacionado a gravidade da enfermidade (COSTA; RUFINO; LAPA E SILVA,
2009; DI PETTA, 2010).

Outra célula importante no desenvolvimento do enfisema sé&o os
neutrofilos, uma vez que o numero desta célula se encontra aumentado no tecido
pulmonar de pacientes com enfisema. Neste tecido, com a producédo de fatores

quimiotaticos como IL-8 e leucotrieno B4 (LTBa4) por células residentes, o
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acumulo de neutrofilos favorece a secrecdo de oxidantes e proteases,
contribuindo também para o desequilibrio estabelecido entre proteases e
antiproteases. Neutréfilos secretam MMP-9, catepsina G e elastase que séo
marcadores de lesdo no enfisema, capazes de promover dano tecidual e,
portanto, o niumero aumentado destas células nas vias aéreas pode indicar a
gravidade da lesdo na doenca (Tabela 3) (COSTA; RUFINO; LAPA E SILVA,
2009; MORICHIKA et al.,, 2019). O papel da elastase de neutréfilos na
patogénese do enfisema pode ser atribuido a sua capacidade de degradar a
elastina nas fibras elasticas (HOGG; SENIOR, 2002).

Tabela 3 - Proteases envolvidas no desenvolvimento do DPOC.

Classe Representantes Origem Papel no
desenvolvimento
do enfisema
Serinas Elastase Polimorfonucleares Destruicao do
Proteinase 3 e Mondcitos parénquima
Catepsina G pulmonar
Secrecao de muco
Cisteinas Catepsina S Macréfagos Degradacao da
Catepsina L matriz celular
Degradacao das
Metaloproteinases MMPs 1, 2,9, Macrofagos fibras colagenas e
12e 14 elasticas

Secrecao de muco

Fonte: THEODORO-JUNIOR et al., 2017.

Outro fator relacionado com o dano tecidual sdo as MMPs, que estédo
envolvidas no remodelamento tecidual. Os macrofagos podem sintetiza-las,
enguanto que, os neutrofilos que concluiram seu desenvolvimento na medula
0ssea ndo, mas carregam em seus granulos MMP-8 (colagenase de neutrofilos)
e MMP-9 (gelatinase B), que sdo prontamente liberadas quando estas células
sdo ativadas; a MMP-1, normalmente & produzida por fibroblastos (HOGG;
SENIOR, 2002). No enfisema, a expressdo de MMP-9 e MMP-12 esta
aumentada, relacionadas ndo apenas a destruicdo de componentes da matriz
extracelular (MEC), incluindo colageno tipo IV e elastina como também com o
recrutamento de mais macréfagos (TAGUCHI et al., 2015; ALMEIDA-REIS et al.,
2017).
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O aumento da atividade elastolitica e da degradacao das fibras de elastina
culminam com a diminuicdo da parede toracica, complacéncia e expansdo do
alvéolo (PIERRE et al., 2019). A MMP-12 também estimula a secre¢cao de TNF-
a, o que intensifica a reagao inflamatéria (ABBOUD; VIMALANATHAN, 2008).

2.2.2 Mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressao do enfisema

pulmonar

Diferentes mecanismos participam da fisiopatologia do enfisema
pulmonar, particularmente, o excesso da expressao/atividade de proteases no
pulmédo, devendo incluir também o progressivo processo inflamatorio, com
aumento da elastase neutrofilica e MMPs, as quais desenvolvem um papel critico
na instalacdo do quadro do enfisema, além do estresse oxidativo e apoptose
(ROULET et al., 2012; ROBERTONI et al., 2015).

2.2.2.1 Desequilibrio protease versus antiprotease

Descrito como o principal mecanismo para explicar a patogénese desta
doenca, o desequilibrio entre enzimas proteases e antiproteases favorece a
atividade proteolitica, sendo responsavel pela destruicdo pulmonar e progressao
do enfisema. De acordo com esta hip6tese, a fumaca do cigarro, apontado como
o principal agente causador desta enfermidade, induz inflamacdo e promove
aumento dos numeros de macrofagos e neutrofilos no tecido pulmonar com
consequente aumento da liberacdo, constante ou episddica, de proteases e
espécies reativas de oxigénio (EROs) (THEODORO-JUNIOR et al., 2017).

Os tabagistas tém acumulo de macréfagos nos bronquiolos respiratorios,
sendo este o local onde o enfisema normalmente comeca (SENIOR,
ANTHONISEN, 1998). Alguns mediadores pré-inflamatérios podem induzir a
secrecdo de MMPs, sem induzir o aumento da secrec¢ao de seu Inibidor tecidual,
TIMP, ocasionando um possivel desequilibrio protease-antiprotease (tabela 4,
pag. 40) (ABBOUD; VIMALANATHAN, 2008).
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Tabela 4 — Inibidores de proteases no pulmao.

Inibidor Fonte Celular Protease inibida
al-AT Hepatdcito, macrofago* Serina
SLPI Pneumdcitos tipo Il Serina
a2-macroglobulina Hepatdcitos, fibroblastos Metaloproteinase

serina e cisteina
TIMPS Macrofagos, células do parénquima Metaloproteinase
Cistatina C Epitélio das grandes vias aéreas, Cisteina
macréfagos*

Legenda: a1-AT: alfa-1 antitripsina; SLPI: Inibidor de protease secretado por leu-
cacito; TIMPS: Inibidor tecidual de metaloproteinases.
* Fontes celulares menores. Fonte: SENIOR, ANTHONISEN, 1998.

No enfisema, a elastase secretada por neutrofilos e macrofagos néo é
completamente inibida pelas antiproteases teciduais, o que leva a degradacao
de proteinas de sustentacdo da estrutura pulmonar, principalmente fibras
coldgenas e elasticas. Este desequilibrio culmina com a destrui¢do de fibras do
parénquima pulmonar e promovem a perda da elasticidade do tecido (Figura 10,
pag 41) (GAMES et al., 2016; THEODORO-JUNIOR et al., 2017).

O processo de destruicdo e reparacao tecidual em resposta a inflamacéo
e estresse oxidativo resultam numa remodelagéo deficiente, caracterizada por
aumento da deposicdo de colageno anormalmente arranjado e ruptura das fibras
elasticas que se desdobram e reorientam, comprometendo a mecéanica pulmonar
(COSTA; RUFINO; LAPA E SILVA, 2009; GAMES et al., 2016).

A destruicio e o0 reparo do parénquima pulmonar ocorrem
simultaneamente no enfisema, podendo, ao menos em parte, a destruicdo ser

consequéncia de reparos equivocados (TAGUCHI et al., 2015).
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Figura 10 — Mecanismo de recrutamento de células inflamatdrias no desequilibrio

protease versus antiprotease no pulméo.
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2.2.2.2 Estresse oxidativo

Esta bem consolidado que o habito tabagista é responsavel por induzir
um aumento na liberagcdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e nitrogénio
(ERNs) nas vias aéreas quando comparado aos individuos ndo fumantes
(HUSARI et al., 2016). No tabagismo a producao excessiva de EROs acarreta
aumento da oxidagcao de antiproteases, o que ativa as MMPs, causando danos
nas estruturas celulares e teciduais (Figura 11, pag. 42) (ANTUNES; ROCCO,
2011; BARNES, 2003).



42

Figura 11 — Processo enfisematoso por estresse oxidativo.
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Estima-se que em cada sopro de fumacga de cigarro contenha cerca de
10%° radicais livres que sdo capazes de destruir antioxidantes endégenos, o que
favorece o0 estresse oxidativo (BARNES, 2013). Apesar das EROs néo
degradarem diretamente a MEC, elas podem promover alteragcdes em seus
componentes, como na elastina, tornando-a mais suscetivel a clivagem
proteolitica o que contribui para o dano tecidual (SHAPIRO; INGENITO, 2005).
Este mecanismo observado no enfisema se assemelha ao observado na
senescéncia celular, uma vez que situacdes de estresse podem ocorrer

gradualmente com a idade em decorréncia do aumento dos niveis de
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lipoperoxidacdo e de enzimas antioxidantes eritrocitarias, em detrimento a

reducdo dos niveis plasmaticos de antioxidantes nutricionais (DI PETTA, 2010).

2.2.2.3 Apoptose

A exposicao aos agentes nocivos, como a fumacga do cigarro, interfere em
mecanismos como proliferacdo celular, quimiotaxia e remodelamento dos
componentes da matriz por fibroblastos, pois induz o estresse oxidativo e a
apoptose nestas células (ANTUNES; ROCCO, 2011).

Niveis elevados de compostos pro-oxidantes desencadeiam eventos
associados a apoptose. Um ciclo apoptose-estresse oxidativo pode ser
originado, uma vez que células apoptoéticas apresentam aumento do estresse
oxidativo, o que por sua vez contribui para maiores niveis de apoptose. No
endotélio alveolar, a apoptose desorganiza a estrutura dos septos e, por isso,
pode aumentar a propenséao a lesdes celulares adicionais em células epiteliais
alveolares ou miofibroblastos septais (TUDER et al., 2003).

Ser exposto a fumaca de cigarro apenas uma unica vez pode ser capaz
de inibir a proliferacé@o de fibroblastos, células essenciais ao reparo pulmonar. A
exposicdo frequente ao estimulo danoso acarreta um estado irreversivel de
senescéncia dos fibroblastos, que por sua vez, sdo incapazes de reparar 0s
danos do parénquima pulmonar e, como consequéncia, contribuem para o
desenvolvimento do enfisema (DI PETTA, 2010). O estresse oxidativo provocado
pela apoptose pode aumentar a expressao e a ativacao de proteases que agiriam
concomitantemente ao estresse oxidativo e a apoptose na destruicdo dos septos
alveolares (Figura 12, pag. 44) (TUDER et al., 2003).



44

Figura 12 — Esquema ilustrativo dos mecanismos envolvidos na patogénese da
DPOC.
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Fonte: ROBERTONI et al., 2015.

2.2.3 Aspectos gerais no tratamento do enfisema

Parar de fumar € a Unica agcdo capaz de favorecer a sobrevida dos
pacientes acometidos por enfisema pulmonar. Os fumantes, portadores de
DPOC possuem padrédo ventilatério diferente quando comparados a outros
fumantes, devido as alteragbes nas estruturas alveolares (PAMPLONA,;
MENDES, 2009). Em razao disso, integrado a qualquer plano de tratamento para
o paciente com DPOC, a primeira orientacéo ao paciente é parar de fumar. O fim
do habito tabagista traz beneficios que incluem alivio sintomético, melhora da
qualidade de vida, previne a progressdo da doenca e reduz a mortalidade
(PAMPLONA; MENDES, 2009; GOLD, 2019). Apesar da enorme demanda nao
atendida acerca de medicina respiratéria, ainda sédo poucas as opc¢oes
terapéuticas seguras e eficazes disponiveis no mercado nos ultimos 40 anos
(BARNES et al., 2015).

A terapia medicamentosa recomendada para pacientes com DPOC,
aliada a técnicas de reabilitagdo pulmonar envolvem dois objetivos principais: i)
controle sintomético por broncodilatagéo, na tentativa de melhorar o fluxo de ar,

reduzindo a frequéncia e gravidade das exacerbac¢des, uma das causas mais
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comuns de internacdes hospitalares; ii) a melhoria da qualidade de vida do
paciente acometido (SENIOR, ANTHONISEN, 1998; TAGUCHI et al., 2015;
YAMASHITA et al., 2019).

Os broncodilatadores sé@o a primeira linha de escolha para o tratamento
da DPOC, pois reduzem a broncoconstricdo e obstrucéo do fluxo aéreo através
do relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas. Tém-se utilizado terapias
combinadas entre agonistas [-2 adrenérgicos de acdo prolongada e
anticolinérgicos de acéo prolongada, a interacdo entre diferentes farmacos pode
levar a uma sinergia, resultando em uma melhoria sintomatica (Tabela 5). Estas
associagbes demonstraram ter efeitos aditivos sobre a broncodilatagdo, no
entanto, os resultados clinicos ainda séo limitados e hd a mesma falha em tratar
o agente inflamatério subjacente a doenca (BARNES, 2013; DJIK et al., 2017).

Tabela 5 - Medicamentos comumente e utilizados no tratamento da DPOC.

CLASSE FARMACOLOGICA FARMACOS

B2-Agonista de agéo curta Fenoterol, Levalbuterol, Salbutamol,
Terbutalina

B2-Agonista de agéo prolongada  Arformoterol, Formoterol, Indacaterol,
Olodaterol, Salmeterol

Anticolinérgico de acéo curta Ipratrépio, Oxitrépio

Anticolinérgico de acao prologada Aclidinio, Glicopirrénio, Tiotropio,
Umeclidinio

Metilxantina Aminofilina, Teofilina

Inibidores da fosfodiesterase-4 Roflumilaste

Fonte: GOLD, 2019.

Anti-inflamatorios esteroidais orais, ndo seletivos, geram efeitos colaterais
frequentes, como nauseas, diarreia, tremores, arritmias cardiacas e convulsoes,
em virtude da ampla distribui¢do dos alvos intracelulares. O desenvolvimento de
formulacbes inalatérias pode assegurar que os farmacos sejam retidos
localmente nos pulmdes, reduzindo o surgimento de efeitos colaterais, 0s niveis
de mediadores inflamatorios no pulmé&o, bem como prevenindo manifestacdes
sistémicas (BARNES, 2013).

Registros médicos revelam que uma parcela significativa dos pacientes

com DPOC necessitam de doses elevadas de anti-inflamatdrios esteroidais
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inalatorios para apresentar uma evolucao clinica satisfatéria frente ao quadro
clinico, o que geralmente acarreta efeitos adversos indesejados (SENIOR,
ANTHONISEN, 1998; GOLD, 2019).

O roflumilaste, um inibidor da PDE4, € o medicamento que melhor possui
eficacia anti-inflamatéria, porém sua utilizacao restringe-se ao tratamento de
estagios graves da DPOC associados a frequentes histéricos de exacerbacgdes
e em complementacao ao tratamento com broncodilatadores (WEDZICHA et al.,
2016).

Embora existam muitos estudos clinicos e experimentais sobre a
fisiopatologia do enfisema, ainda ndo ha tratamentos que aliviem completamente
0s sintomas, preservem a funcao pulmonar, regenerem o tecido pulmonar ou
inibam a progressao da doenca e que tenham efeito substancial na reducéo no
namero de exacerbacdes, hospitalizacdes e ainda, nos percentuais de morte em
razdo desta enfermidade (LOURENCO et al.,, 2014; PADILHA, et al., 2015;
MORICHIKA et al., 2019).

A maioria dos tratamentos atualmente disponiveis para doencas
respiratorias referem-se apenas de melhorias nas classes farmacoldgicas.
Houve melhorias na terapéutica medicamentosa utilizada com agonistas dos
receptores (2-adrenérgicos e antagonistas dos receptores muscarinicos no
tocante a posologia, cujos s6 necessitam ser administrados em dose Unica diaria;
ademais, o uso de corticosteroides de inalatérios e antimicrobianos de acao mais
facilitou o esquema terapéutico desses pacientes (BARNES, 2013; BARNES et
al., 2015).

O mercado mundial de medicamentos para asma e DPOC foi de US$ 34
bilhdes em 2012, em 2017 superou a marca de US$ 40 bilhdes e a expectativa
é de crescimento continuo até 2023, em virtude do aumento da prevaléncia
global dessas doencas (BARNES et al., 2015). A seguir sdo enumeradas
algumas dificuldades a serem vencidas para o desenvolvimento de tratamentos
anti-inflamatérios para a DPOC (BARNES, 2013):

1. Os mecanismos inflamatérios envolvidos na fisiopatologia da doenca ainda
nao tdo bem elucidados. A diversidade de mediadores inflamatérios em
niveis aumentados nos pulmdes de pacientes com DPOC dificulta identificar

quais destes mediadores sdo 0s alvos terapéuticos mais promissores;
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2. A heterogeneidade da doenca. Existem varios fenotipos clinicos da DPOC,
dificultando prever as respostas a terapia medicamentosa;

3. Ainexisténcia de um "padrao ouro" que permita uma comparacao terapéutica
na DPOC para medicamentos anti-inflamatorios, em virtude, de uma fraca

resposta aos medicamentos corticosteroides.

2.3 Recursos vegetais como fonte de medicamentos

A utilizacdo de produtos de origem natural tem se mostrado fundamental
para o descobrimento e obtencdo de novas substancias com potencial
terapéutico. As plantas sdo de grande relevancia para o desenvolvimento de
novos farmacos, pois constituem fonte de uma grande diversidade de
substancias bioativas, protétipos para obtencéo de farmacos e ainda compostos
modelos que podem ser modificados estruturalmente, sintética ou semi-
sinteticamente, visando aprimorar suas atividades biolégicas. Estima-se que
aproximadamente 25% dos medicamentos atuais sdo derivados diretos ou
indiretos das plantas (BRANDAO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2019). Dentre
0os produtos ativos derivados de plantas e que possuem propriedades
terapéuticas relevantes, destacam-se compostos fendlicos, flavonoides e
qguinonas (TAGUCHI et al., 2015).

Os derivados do &cido hidroxicinamico sdo amplamente encontrados no
reino vegetal e constituem uma classe com grande diversidade de estruturas,
mas que preservam o anel aromatico ligado a um grupamento hidroxila. Os
vegetais possuem capacidade de metabolizar estes produtos e a partir dele, por
metabolismo secundario, produzem uma vasta gama de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos (SIMOES et al., 2004).

O acido cindmico € um monofenol, precursor de varios difendis e
polifendis, bem como de seus derivados substituidos; amplamente encontrado
na natureza, presente, por exemplo, na canela, no cravo, em cramberries e
ameixas (NUNES et al., 2017; SHUAB et al., 2019). Os &cidos cinamicos séo
precursores de fenilpropandides que sdo compostos obtidos a partir da rota do
chiguimato e lignina. A unidade molecular basica dos fenilpropanoides possui a

estrutura C6-C3 que representa um anel aromatico ligado a uma cadeia lateral
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composta de trés atomos de carbono, com uma ligacdo dupla na cadeia lateral,

que alterna em configuracao cis ou trans (Figura 13) (SIMOES et al., 2004).

Figura 13 — Rota do acido chiquimico.
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al., 2004.

O cinamato de metila € um éster metilico derivado do acido cinamico que
possui formula molecular Ci0H1002 e peso molecular de 162,19 g (Figura 14,
pag. 49). Este composto detém varias atividades biologicas relevantes, incluindo
efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, estimulador da secrecdo de insulina
(MURAKAMI et al., 2018), antimicrobianos (CHEN et al., 2012), antifangicos (DE
VITA et al., 2016), antiadipogénico (GUIA et al., 2018), gastroprotetor (LIMA et
al., 2014), vasodilatador (NUNES et al., 2017) e antiespasmadico (LIMA et al.,
2014). Nesta classe de moléculas encontramos também outros derivados do
acido cinamico, dos quais fazem parte os acidos ferulico, caféico, p-cumarico e
sinépico e seus respectivos cinamatos naturais: 4-hidroxi-3-metoxicinamico, 3,4-
di-hidroxicinamico,  p-hidroxicinamico e  4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico
(SAAVEDRA et al., 2015).
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Figura 14 — Precursor e estrutura quimica do cinamato de metila
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Fonte: SHARMA, 2011.

O cinamato de metila exerce importantes fungdes para o organismo
vegetal, tais como: i) defesa por inibir a acdo de patdgenos; ii) contribui para
polinizacdo e dispersao, pois seu odor nas flores atrai polinizadores, e nos frutos
atrai animais que ajudam na dispersao de sementes (LUNKENBEIN et al., 2006;
ZHANG et al., 2019).

O cinamato de metila é encontrado abundantemente em frutas como
morango, abacate, amora, cacau, goiaba, carambola, abacaxi e ameixa,
espécies de flores como orquideas e narcisos (Narcissus Jonquilla L.), cereais e
diversas plantas como canela (Cinnamomum), manjericdo (Ocimum basilicum),
melaleuca (Myrtaceae Juss.), espinheiro da montanha (Crataegus pinnatifida),
eucalipto (Eucalyptus), ishpingo (Ocotea quixos), em 6leos essenciais como ha
Alpinia malaccensis e Gastrochilus panduratum, em rizomas de Galgant,
Ocimum canum Sims., Ocimum basilicum L. e em fungos Tricholoma matsutake
e outras espécies (FINK et al., 2004; BALLABENI et al., 2010; CASTRO et al.,
2004; ZHANG et al., 2019).

Este composto € considerado seguro para o consumo humano, sendo
utilizado em grande escala nas industrias alimenticia como aromatizante, tendo
seu odor definido como balsamico-frutado, corante e antioxidante de alimentos;
e cosmeética utilizado em perfumes e produtos de higiene e limpeza, em virtude
de exalar aromas de frutas ou flores (LIMA et al., 2014; SAAVEDRA et al., 2015;
FUJIWARAA et al., 2017). Em todo o mundo, estima-se que sua produgéo seja
de 10-100 toneladas/ano (BATHIA et al., 2007). O cinamato de metila tem atraido
atencdo para o desenvolvimento de nutracéuticos, bem como despertado
interesse no ramo da fitomedicina em virtude de seus beneficios a saude (GUOA
et al., 2019).
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Considerando os efeitos farmacolégicos apresentados pelo cinamato de
metila, em especial suas ac¢des anti-inflamatodrias, antioxidantes e sobre a
musculatura lisa, é possivel propor que este derivado do acido cindAmico mostre-
se potencialmente util para tratamento de patologias nas quais 0s eventos
inflamatorios iniciais sdo determinantes para o0 agravamento e progressao da
doenca, como no caso do enfisema. Seguindo este racional, este estudo buscou
caracterizar os efeitos do tratamento tépico com cinamato de metila no enfisema
pulmonar, utilizando para isso um modelo experimental de enfisema pulmonar

induzido por elastase em camundongos.



o1

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a atividade anti-inflamatoria e anti-enfisematosa do cinamato
de metila em um modelo de enfisema pulmonar induzido por elastase em

camundongos.

3.2 Objetivos especificos

e Padronizar na Universidade Federal de Alagoas o modelo experimental
de enfisema pulmonar induzido por elastase em camundongos.

e Estudar o efeito do cinamato de metila sobre o recrutamento de leucécitos
e mediadores inflamatorios para as vias aéreas de animais com enfisema
pulmonar induzido por elastase.

e Caracterizar o efeito do tratamento com cinamato de metila sobre as
modificacdes histopatolégicas no pulmdo de animais com enfisema
induzido por elastase.

e Avaliar em células da linhagem do epitélio alveolar A549 estimuladas por
TNF-a o efeito do cinamato de metila sobre a geracdo de citocinas

inflamatorias.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Reagentes e solugdes

Cinamato de metila (CID:637520, CM), elastase (Type I/E 1250, ELA),
tampéao fosfato salina (PBS), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (Sigma-
Aldrich, MTT), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, MO, EUA). RPMI-1640 (Gibco), dimetilsulféxido
(Synth, DMSO). Soro fetal bovino (SBF), L-glutamina, tripsina adquiridos da
Invitrogen (Carslbad, CA, EUA). Gentamicina fabricada por novafarma. Kits para
quantificacdo de IL-6 e IL-10 foram adquiridos da eBioscience e IL-13 e TNF- a

da BD Bioscience.

4.2 Animais

Camundongos C57BL/6 provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), de ambos os sexos, pesando de 20 a 25g, foram
mantidos em ciclo claro e escuro de 12/12 horas, com livre acesso a racdo e
dgua. Os animais foram randomicamente divididos em cinco grupos
experimentais, cada grupo composto de cinco animais por gaiola e mantidos em
gabinetes para biotérios (Insight®) com condi¢cdes ambientais de temperatura
(22 £ 2 °C) e umidade controladas. Os grupos foram denominados: GRUPO PBS:
para se referir a animais instilados com solugéao tampao fosfato salina e tratados
por via intranasal (i.n.) com PBS; GRUPO Elastase: para se referir a animais
injetados por via intratraqueal (i.t.) com elastase (2 Ul) e tratados por via
intranasal com PBS; Grupo elastase + cimanato de metila: para se referir a
animais injetados por via intratraqueal com elastase (2 Ul) e tratados com
cinamato de metila por via intranasal (i.n) nas doses de 1, 10 ou 50 pmol/Kg.

Para a execucao deste estudo houve a aprovagcédo do uso dos animais
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas,
sob CEUA n° 85/2015 (Anexo A). Os experimentos foram conduzidos de acordo
com as diretrizes de cuidados com os animais de laboratorio e com as diretrizes

éticas para investigacao de dor experimental em animais sencientes.
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Todos os procedimentos foram executados no Biotério Setorial do
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude
da UFAL.

4.2.1 Delineamento do modelo experimental de enfisema

Para a indugdo do enfisema pulmonar por elastase os camundongos
foram anestesiados por inalacdo com isoflurano (2%) em sistema de anestesia
inalatoria (Insight®) e a traqueia foi cirurgicamente exposta através de uma
incisdo ventro-cervical de comprimento aproximado de 1 cm. Posteriormente,
com auxilio de uma seringa de 1 mL e agulha 1,3x0,45 cm e por meio de uma
Gnica injecdo intratraqueal (i.t.) foi administrado 50 yL de PBS (grupo controle
nao enfisematoso) ou elastase (2 Ul). Em seguida, a incisdo foi suturada com fio
mononylon 6-0 e 0s animais permaneceram em observagcdo durante o tempo
necessario para se evidenciar o retorno de seus movimentos normais,
retornando as suas gaiolas em condi¢cdes ambientais controladas citadas. O dia
do estimulo intratragueal com elestase ou PBS foi denominado dia zero (Dia 0)
do experimento. No dia 16 pos-estimulo, foi iniciado o tratamento dos animais
com instilacao intranasal de 30 pL de cinamato de metila nas concentragdes de
1, 10 ou 50 pmol/Kg ou mesmo volume de PBS nos grupos controle. Este
procedimento para o tratamento ocorreu uma vez ao dia, por cinco dias
consecutivos, ou seja, até o 20° dia apds estimulo com elastase. Ap6s 24 h do
altimo tratamento (21° dia pds-elastase), os animais foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico através da inalacédo de isoflurano, sucedendo-se os
procedimentos para obtencdo dos materiais necessarios a realizacdo das
analises e obtencédo dos resultados (Adaptado de ANTUNES et al., 2014).

4.2.2 Obtencao do lavado broncoalveolar (LBA)

ApOs a eutanasia, 0s animais tiveram suas traqueias expostas,
dissecadas e canuladas para obtencdo do LBA. Os pulmdes foram lavados 3
vezes com 0,8 mL de PBS/EDTA (10 mM) e o fluido do LBA foi coletado de cada
animal. O lavado foi centrifugado (centrifuga HealForce®) a 1.000 rpm por 10

minutos a 4 °C a fim de se recolher o sobrenadante e armazena-lo a -80 °C, para
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posteriores analises de quantificacdo de mediadores inflamatorios. Aos pellets
celulares foi-se adicionado 1 mL de PBS/EDTA (10 mM) sendo ressuspensos
para contagem de células do infiltrado pulmonar.

O numero total de células viaveis foi determinado em uma camara de
Neubauer sob microscopia de luz (Olympus BX41), utilizando solu¢do de Turk
diluida em aliquotas do ressuspenso (1:10). Para contagem diferencial do perfil
celular foram preparados citoesfregacos com aproximadamente 3x10° células
em citocentrifuga a 450 rpm durante 5 min (CT-2000, Cientec), corados com
May-Grunwald-Giemsa, e posteriormente avaliados no microscopio Optico
(Olympus CX40) na objetiva de x100.

Figura 15 - Esquema ilustrativo da obtencdo do LBA em camundongos C57BL/6.
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Fonte: Autora.

4.2.3 Anadlise histolégica do pulméo

Para a realizacdo das andlises histolégicas, um outro conjunto de
experimentos foram realizados. Os tecidos pulmonares foram retirados dos
animais submetidos ao modelo experimental descrito. Os érgaos retirados foram
imersos em paraformaldeido 10% por um periodo de 12 horas e submetidos ao
histotécnico (MOD 808) para processamento histoldgico em gradiente alcodlico
(70%, 80%, 90% e 100%), clarificacdo em xilol | e Il, e inclusdo em parafinas com
pontos de fusbes crescentes, 56 - 58 °C e 58 - 62 °C, respectivamente, para
posteriores cortes histologicos.

ApOs o0 processamento, cortes histolégicos pulmonares com 5 um de
espessura foram feitos utilizando o micrétomo (SLEE/CUT 5062). As laminas
histol6gicas obtidas foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e tricomio de

Masson, coloracbes que melhor destacam as estruturas de interesse:
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parénquima pulmonar e deposi¢cdo de colageno, respectivamente. As analises
foram realizadas em microscopio éptico (Olympus BX51) e as imagens obtidas
por uma camera digital acoplada, priorizando-se o0 mesmo aumento Optico e
iluminacdo em todas as amostras analisadas.

A quantificacdo dos espacos alveolares foi realizada utilizando uma
analise morfométrica através do célculo do Intercepto Linear Médio (Lm) que
permite determinar o nivel de gravidade do enfisema pulmonar (DAVIS; THANE;
HOFFMAN, 2017). Para esta quantificacdo, as imagens foram adquiridas
digitalmente e parametrizadas utilizando-se o reticulo de Weibel de 168 pontos
(WEIBEL; KISTLER; SCHERLE, 1966), onde o céalculo do Lm foi feito a partir da
contagem do numero de pontas da seta que tocam a parede alveolar. A partir

desta contagem, o Lm foi calculado através da seguinte formula:

L _Ltotal
="\

Onde, NI é a quantidade de extremidades do reticulo que tocam a parede
alveolar, e Liwta € 0 Somatorio de extremidades de cada seta do reticulo.

Considerando a formula do calculo do Intercepto Linear Médio € possivel
afirmar que quanto maior o indice de Lm, maior a degradacao do tecido, ou seja,
mais grave € o enfisema. Pelo fato da quantidade de vezes que as setas tocam
o tecido ser o denominador da equacao, verifica-se que quanto maior 0 nimero,
menor serda o Lm, o que indica a presenca de mais paredes alveolares (WEIBEL;
KISTLER; SCHERLE, 1966).

No método de coloracdo do tricromio de Masson sdo utilizados trés
corantes: solucdo de escarlate de Biebrich, solucdo acida fosfotlingstica-
fosfomolibdica, solucdo de azul de anilina. Esta metodologia baseia-se na
diferenca de permeabilidade entre as fibras de colageno e os demais tecidos
circundantes (FERRO et al., 2006). Foi avaliada a quantidade total da deposicéo
de matriz extracelular, neste método observa-se que as fibras de colageno
recém-sintetizadas podem corar em vermelho, enquanto a deposi¢cdo de MEC
destaca-se em azul, sendo um método bastante seletivo para corar tecido
conjuntivo (GOLDNER, 1938; WU et al.,, 2020). Para esta analise, cinco

diferentes campos de cada grupo amostral foram escolhidos aleatoriamente,
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num aumento de 200x, e as estruturas coradas em azul foram localizadas (MAN-
HUI et al., 2016). Para quantificacdo, utilizou-se o calculo da &rea média das
estruturas coradas em azul, usando software imageJ, a intensidade da cor azul

representava o conteudo colageno.

4.2.4 Quantificacdo de mediadores da resposta inflamatéria no LBA e nos

pulmdes

Para quantificacdo dos niveis das citocinas IL-18, TNF-a, IL-6 e IL-10
presentes no LBA ou no tecido pulmonar dos camundongos foi utilizado o ensaio

imunoenzimético (ELISA) seguindo as instrucbes dos protocolos dos fabricantes.

Figura 16 - Esquema ilustrativo da metodologia de quantificagdo de citocinas.
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4.2.5 Avaliacao da toxicidade do cinamato de metila sobre o peso corporal dos

animais

Para avaliar as repercussdes sistémicas que possam retratar uma
possivel toxicidade associada ao tratamento com cinamato de metila, as
variagcbes do peso corporal foram quantificadas ao longo do protocolo
experimental e expressas como porcentagem de variacao de peso (%) de acordo

com a equacao proposta por Ozawa e colaboradores (2016):

L Peso corporal no dia p6s indugado (g)
Variacio de peso (%) = Peso corporal no dia 0 (g) x 100

A medida da variagéo percentual dos pesos animais foi calculada a cada

trés dias até o 15° dia, antes de iniciarem os tratamentos. Durante os dias em
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gue os animais receberam tratamento com diferentes doses cinamato de metila,
o peso foi medido diariamente até o final do experimento. As medidas foram
relacionadas com o peso corporal do dia O.

4.2.6 Avaliacao da toxicidade do cinamato de metila sobre o peso relativo dos

orgaos

Para avaliar a toxicidade do tratamento com cinamato de metila sobre
diferentes 6rgédos do animal, foi utilizada a medida da variacdo percentual dos
pesos relativos dos 6rgéos calculada mediante o peso de cada 6rgéo (baco, rim
e figado) extraido no dia da eutanasia em relacdo ao peso corporal do animal
correspondente, avaliado 24 h ap6s o ultimo tratamento (21° dia). A quantificacédo

do peso foi realizada de acordo com a seguinte formula:

P bsoluto do 6rga
Pesorelatiyg(%):( eso absoluto do 6rgéo (g) >x 00

Peso corporal de cada animal no dia analise (g)

4.3 Cultura celular

A linhagem de células A549 (célula epitelial alveolar de adenocarcinoma
humano) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e mantidas
em meio RPMI suplementado com 10% de SBF, 1% de L-glutamina e 0,1% de
gentamicina. As culturas celulares foram mantidas em estufa de COz2, (5%) a uma
temperatura de 37 °C. Os experimentos in vitro foram realizados em triplicata

para avaliar a viabilidade celular e a producéo de mediadores inflamatérios.
4.3.1 Avaliacao da viabilidade celular

Para avaliar o efeito do tratamento com cinamato de metila sobre a
viabilidade das células A549 foi utilizado o ensaio colorimétrico por reducdo do
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio, comumente denominado MTT,
adaptado de Mosmann (1983). Células A549 (2x10* células/poco) foram
semeadas em placa de 96 po¢cos com meio RPMI suplementado e mantidas em
estufa de CO2 (37 °C) por 24 h. Em seguida, as células foram expostas ao
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cinamato de metila nas concentragdes de 3, 10, 30, 100 ou 300 puM, ou meio de
cultura (grupo controle), e mantidas por mais 24 h em estufa. Apés este periodo,
as células foram incubadas com MTT (5 mg/mL) por 4h. Passado este periodo,
o0 sobrenadante foi retirado, e aos pocos foi adicionado 150 pL de DMSO e
incubados por 15 minutos, em temperatura ambiente, para revelacéo dos cristais
de formazan e realizada a leitura em espectrofotdometro (Celer Biotecnologia
S.A.) a 540 nm (Figura 15). O resultado foi expresso como porcentagem de

células viaveis em relacdo ao grupo exposto apenas ao meio de cultura.

Absorbancia de células tratadas

Células vidveis (%) = ( )x 100

Absorbancia de células nio tratadas

Figura 17 - Esquemailustrativo do ensaio de MTT para avaliag&o da citotoxicidade

do cinamato de metila em células A549.
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4.3.2 Quantificacédo de citocinas no sobrenadante de células A549 estimuladas

com TNF-a.

Células A549 (5x10° células/pogo) foram semeadas em placa de 12 pocos
em 1 mL de meio RPMI suplementado e mantidas em estufa de CO2 a 37 °C por
24 h. Apés este periodo, o sobrenadante foi substituido por 250 pl de meio de
cultura RPMI (2% SBF) contando cinamato de metila (3, 10 ou 30 uM) ou apenas
meio de cultura RPMI (2% SBF) por 1 h. ApGs este tempo, cada poco foi
estimulado com 250 pl de uma solucéo contendo TNF-a (30 ng/mL) e mantidas
por 24 h em estufa. Ao final deste tempo, os sobrenadantes foram recolhidos e
utilizados em realizagdo do ensaio imunoenzimético para deteccéo de IL-1p, IL-
6 e IL-10 de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes eBiociesce e BD

Bioscience (Figura 18).

Figura 18 — llustrac&do do ensaio imunoenzimatico para detec¢éo de citocinas de
IL-1B, IL-6 e IL-10.
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Fonte: MORAES, 2013.

4.3.3 Quantificacdo das espécies reativas

O efeito do cinamato de metila sobre a producéo de espécies reativas in
vitro foi realizado utilizando o ensaio de reducéo do NBT - Nitro Blue Tetrazolium,
adaptado de Cruz et al. 2016. Células A549 (1,5x10* células/pogo) foram
mantidas em microplaca de 96 po¢cos com meio RPMI suplementado a 37 °C em
estufa de CO2 (5%) por 12 h. Apos este tempo, o sobrenadante foi substituido
por 200 puL de meio RPMI contendo cinamato de metila (10, 30, 100 e 300 uM)
e mantidos por 4 h em estufa de CO2 (5%) a 37 °C). Apos o tempo de incubacéo,

0 sobrenadante foi removido e as células foram mantidas com o respectivo
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tratamento com cinamato de metila e estimuladas ou ndo com TNF-a (30ng/mL)
por 24 h. As células do grupo controle foram tratadas apenas em meio RPMI e
mantidas por 24 h também em meio RPMI. Ao término deste periodo, os
sobrenadantes foram descartados e aos pocos foram adicionados 200 uL de
meio RPMI contendo NBT (0,1%), por mais 1 h em estufa CO2. ApGs este tempo,
0s sobrenadantes foram removidos, e adicionado em cada poc¢o 200 pL da
solucéo contendo hidréxido de potassio (90 uL) e DMSO (110 pL) para revelacéo
dos cristais de formazan formados. A quantidade de NBT reduzido foi
quantificado em leitor de microplaca (Celer Biotecnologia S.A.) a 630 nm, e
expresso como densidade Optica (DO).

4.4 Analise estatistica

Os resultados foram representados como média e erro padrdo da média
(EPM), e avaliados estatisticamente através da analise de variancia e do t de
Student, seguido do teste de comparaces multiplas ANOVA e Newman-Kewls,
através do programa GraphPad Prism (versdo 5.00, GraphPad Prism Software,
Inc.). O nivel de significancia foi selecionado para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Modelo de enfisema pulmonar induzido por elastase em camundongos

Figura 19 — Protocolo experimental de enfisema pulmonar induzido por elastase.

Instilagdo Intratraqueal: Eutanasia
- Elastase (2U) ou

- PBS 1
\j

I | 11 11|

0 16 17 18 19 20 21
1 | Dias
1
Tratamento Intranasal:
- PBS ou
- Cinamato de metila
C57BL/6 {1, 10 ou 50 pmol/g)

Legenda: Cronologia do protocolo experimental de enfisema induzido por elastase em
camundongos com duracado de 21 dias. Fonte: Autora.

5.2. Efeito do cinamato de metila sobre a inflamacéo das vias aéreas no

enfisema pulmonar induzido por elastase

Como apresentado na Figura 20 (pag. 62), apos 21 dias da instilacdo de
elastase observou-se um aumento significativo no nimero de leucdcitos totais
no LBA comparado ao grupo controle instilado com PBS (Figura 20A). Ao se
avaliar as subpopulacg@es de leucécitos presentes no LBA, constatou-se também
um aumento significativo nessas subpopulacées que compdem a populacédo de
células, tais como macrofagos (Figura 20B), neutréfilos (Figura 20C) e linfocitos
(Figura 20D). O tratamento com cinamato de metila iniciado no dia 16 pdés
estimulo, e mantido por cinco dias consecutivos, foi capaz de inibir de forma
significativa, em todas as doses avaliadas, o infiltrado inflamatério nas vias

aéreas.
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Figura 20 — Efeito do cinamato de metila sobre o infiltrado inflamatério nas vias
aéreas de animais estimulados com elastase.
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As barras representam a média + EPM (n=5), e as analises estatisticas foram
detectadas por One-way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls, sendo
+++p<0,001 e +p<0,05 quando comparado ao grupo controle (animais estimulados com
PBS); ***p<0,001 e **p<0,01 quando comparado ao grupo de animais estimulados com
elastase sem tratamento.

5.3 Efeito do cinamato de metila sobre os niveis de mediadores
inflamatérios no pulméo de animais com enfisema induzido por

elastase

Os animais que receberam a injecao de elastase (2U, i.t.) exibiram um
aumento significativo nos niveis das citocinas inflamatorias no tecido pulmonar

quando comparado aos animais do grupo controle que receberam PBS. O
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tratamento com cinamato de metila por cinco dias consecutivos, nas trés doses
testadas, foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 e TNF-a (Figura 21A e 21B).
Porém, este mesmo tratamento inibiu os niveis de IL-13 (Figura 21C) apenas
nas duas maiores doses, e nao foi capaz de estimular o aumento nos niveis de

IL-10 induzido por elastase (Figura 21D).

Figura 21 — Efeito do cinamato de metila sobre a producéo de citocinas IL-6, TNF-
a, IL-18 e IL-10 no tecido pulmonar de camundongos enfisema induzido por
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As barras representam a média + EPM (n=5), e as andlises estatisticas foram avaliadas
por One-way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls, sendo +++p<0,001
qguando comparado ao grupo controle (animais estimulados com PBS); ***p<0,001,
**p<0,01 e **p<0,01 quando comparado ao grupo de animais estimulados com elastase

sem tratamento.
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5.4 Avaliacao do efeito do cinamato de metila sobre a estrutura do tecido

pulmonar de camundongos com enfisema induzido por elastase

Para avaliar o papel do cinamato de metila nas alteracdes do tecido
pulmonar induzidas pela elastase em camundongos, foi realizada a andlise
histologica de secc¢des pulmonares obtidas a partir de animais dos diferentes
grupos experimentais. A Figura 22 (pag. 64) mostra um aumento dos espacos
aéreos decorrente da destruicdo das paredes dos alvéolos no grupo dos animais
gue receberam elastase comparado ao grupo controle, bem como um aumento

do infiltrado celular no parénquima tecidual.
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Figura 22 - Parénquima pulmonar em um modelo murino de enfisema induzido por elastase, corados com H&E.

Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar obtido de animais que receberam injecao intratraqueal de PBS (A) ou elastase (B), e de
animais que foram tratados com cinamato de metila nas doses de 1 umol/Kg (C), 10 umol/Kg (D), 50 umol/Kg (E). Aumento de x100 (quadro A
e B) e x200 (quadro C, D e E), coloracdo H&E.
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A guantificagdo do dano alveolar causado pela administragao de elastase bem
como o efeito do cinamato de metila foi realizada por meio de andlise morfométrica
calculando-se o valor do Intercepto Linear Médio (Lm). Como mostrado na Figura 23,
o estimulo com elastase provocou um aumento, cerca de 1,6 vezes, nos valores de
Lm representando uma reducdo na quantidade de paredes alveolares, quando
comparados com o grupo controle PBS. No pulmdo de animais com enfisema
submetidos ao tratamento com cinamato de metila nas duas maiores doses, 10 ou 50
pumol/Kg, observou-se uma semelhanca no parénquima pulmonar com os animais do
grupo controle PBS, sugerindo uma capacidade de restaurar a morfologia do tecido
pulmonar estimulado por elastase. Os dados demonstraram com isso o efeito do

cinamato de metila em reverter o dano tecidual causado pela elastase.

Figura 23 — Anédlise quantitativa do espaco alveolar nos pulmdes enfisematosos de

camundongos estimulados com elastase e tratados com cinamato de metila.
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As barras representam a média £+ EPM (n=3) e as analises estatisticas foram detectadas por
One-way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls, sendo +++p<0,001 quando
comparado ao grupo controle (animais estimulados com PBS); *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001

guando comparado ao grupo de animais estimulados com elastase sem tratamento.
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5.5 Avaliagdo do efeito do cinamato de metila sobre deposicdo de matriz
extracelular peribronquiolar em camundongos com enfisema induzido por

elastase

Para avaliar o efeito do cinamato de metila na deposi¢éo de MEC induzida pela
administrac@o de elastase em camundongos, os cortes histologicos de pulmdes dos
diferentes grupos experimentais foram submetidos a colora¢cdo com o corante tricomio
de Masson. Esta coloracdo permite identificar a deposicdo de matriz extracelular no
tecido pela coloracdo em azul. Na Figura 24 (p4ag.67) pode ser evidenciado uma maior
deposicao de MEC localizada na aérea ao redor dos brénquios pulmonares no grupo
dos animais que receberam elastase comparado ao grupo controle PBS. Ao passo
gue, nos grupos tratados com as maiores doses de cinamato de metila, 10 ou 50
pmol/kg, houve uma redugao nesta marcagao, ao compararmos com 0 grupo controle

elastase induzido.
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Figura 24 — Histologia do pulmao evidenciando a deposi¢cdo de matriz extracelular pela marcacédo com tricémio de Masson em animais

com enfisema induzido por elastase.
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Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar obtido de animais que receberam injecéo intratraqueal de PBS (A) ou elastase (B), e de
animais que foram tratados com cinamato de metila nas doses de 10 pmol/Kg (C), 50 pmol/Kg (D). Aumento de x200 (quadros A, B, Ce D) e
x400 (destaque), coloracgdo tricomio de Masson.
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Figura 25 — Andlise quantitativa da deposicdo de matriz extracelular nos pulmdes
enfisematosos de camundongos estimulados com elastase e tratados com cinamato de

metila.
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As barras representam a média + EPM (n= 5 campos/animal). +p<0,05 quando comparado ao
grupo controle (animais estimulados com PBS); *p<0,05 quando comparado ao grupo de

animais estimulados com elastase sem tratamento.

5.6 Efeito do cinamato de metila sobre as alteragdes sistémicas induzidas pela

condicdo enfisematosa nos camundongos

ApoOs a inducdo do enfisema pela elastase, os animais foram avaliados
periodicamente para obter parametros sistémicos como peso corpéreo e de 6rgaos
como baco, figado e rim. A Figura 26 (pag. 69) demonstra a variacdo de peso dos
animais nos diferentes grupos experimentais. O peso dos animais do grupo controle
(estimulados com PBS) mantiveram, ao longo de todo periodo experimental, uma
constante na variagdo do peso corpdéreo. Ja 0os animais estimulados com elastase
exibiram, na primeira semana pdés-estimulo, uma redu¢@o no peso corpéreo a partir
do terceiro dia apds a administracdo da elastase. Esta redugédo permaneceu até o
vigésimo primeiro dia pos-estimulo (Gltimo dia do experimento). O tratamento com
cinamato de metila, nas doses de 10 ou 50 umol/Kg, foi capaz de reverter a reducéo
no peso dos animais apos o décimo sexto dia (Figura 26, pag. 69). A Figura 26B
representa a andalise de area sob a curva obtida a partir da variacdo de peso dos

animais ao longo dos dias do experimento. As areas sob as curvas deixam ainda mais
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evidente a reducdo de peso nos animais com enfisema, e que o tratamento com o

cinamato de metila na dose de 50 pmol/Kg foi capaz de reverter (Figura 26B).

Figura 26 — Avalicdo do cinamato de metila sobre o peso corporal de camundongos

com enfisema induzidos por elastase.
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Em (A) as linhas representam o perfil do peso dos animais ao logo do experimento. Os animais
foram estimulados com elastase (2UI) no dia zero (0) e submetidos ao tratamento com uma
dose diaria de cinamato de metila (1, 10 e 50 pumol/kg) do dia 16 ao dia 20 pés-estimulo. Em
(B) as barras representam a média £+ EPM (n=5) dos valores de area sob a curva obtidos a
partir do dia 0 até o dia 21 pés-estimulo. A analise estatistica foi detectada por One-way
ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls, sendo ++p<0,01 quando comparado
ao grupo controle (animais estimulados com PBS); *p<0,05 quando comparado ao grupo de

animais estimulados com elastase sem tratamento.
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Ao exame macroscopico, 0s 0rgaos, baco, rim e figado obtidos dos animais dos
diferentes grupos experimentais, e observado ao longo dos dias do experimento, ndo
demostraram alteracbes morfologicas evidentes. Além disso, no dia 21 pos-estimulo
com elastase o baco, rim e figado dos animais dos diferentes grupos experimentais

também nao exibiram variacdes significativas no peso relativo (Figura 27).

Figura 27 — Avaliac&o do peso relativo do bacgo, rim e figado de animais com enfisema

induzido por elastase
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As barras representam a média + EPM (n=5).

Ao ser avaliado a ingesta de ragdo e agua dos animais ao longo do periodo
experimental (Figura 28), contatou-se que 0s animais estimulados com elastase

exibiram uma reducdo no consumo de racao ao longo de todo periodo experimental
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(Figura 28 A-B). Quando foi avaliado o consumo de 4gua verificou-se que 0s animais
com enfisema também apresentaram uma reducdo em sua ingestdo (Figura 28 C-D).
Os animais submetidos ao tratamento com cinamato de metila com enfisema exibiram

uma recuperacdo tanto para a ingestdo de racdo quanto para o consumo de agua.

Figura 28 — Avaliacdo do consumo de racdo e agua nos animais com enfisema induzido

por elastase.
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Em (A) as linhas representam o perfil do consumo de ragdo dos animais ao logo do
experimento, enquanto que em (B) as barras representam a média + EPM (n=5) dos valores
de area sob a curva obtidos a partir do dia 0 até o dia 21 p6s-estimulo para o consumo de
racdo. Em (C) as linhas representam ingestédo de agua dos animais durante o experimento,
enquanto que em (D) as barras representam a média + EPM (n=5) dos valores de area sob a
curva obtidos a partir do dia O até o dia 21 p6s-estimulo para o consumo de agua. A analise
estatistica foi detectada por One-way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls,

sendo +++p<0,001 quando comparado ao grupo controle (animais estimulados com PBS);
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***p<0,001 e *p<0,05 quando comparado ao grupo de animais estimulados com elastase sem

tratamento.

5.7 Efeito do cinamato de metila sobre a viabilidade de células epiteliais

alveolares

Com propasito de verificar o efeito direto do cinamato de metila sobre as células
do epitélio alveolar, seguimos para avaliar se este composto teria algum efeito
citotoxico sobre células alveolares humanas. Como evidenciado na Figura 28, o
tratamento por 24 horas com cinamato de metila nas concentragdes de 3, 10, 30, 100
ou 300 uM néo afetou o perfil da viabilidade das células A549. Este resultado
demonstra a auséncia de atividade citotoxica do cinamato de metila nas

concentracdes testadas.

Figura 29 — Efeito do cinamato de metila sobre a viabilidade de células A549.
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Células epiteliais do alvéolo humano da linhagem A549 foram tratadas com cinamato de metila
(3-300 uM) por 24 horas. As barras representam a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes da porcentagem de células vidveis (%) quando comparados ao grupo controle
que foram mantidas em meio de cultivo RPMI (linha tracejada). Células expostas ao veiculo

DMSO (0,023%) também foram usadas como controle (barra branca).
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5.8 Efeito do cinamato de metila sobre a producéo de citocinas IL-6, IL-1B e IL-
10 em células a549 estimuladas com TNF-a.

Com o intuito de avaliar o efeito do cinamato de metila sobre a producéo de
mediadores inflamatorios, a produgédo de citocinas foi quantificada pelo ensaio de
ELISA. Para este proposito, as células foram tratadas previamente com cinamato de
metila (3, 10 ou 30 uM) por 1 h, e durante as 24 h de estimulacdo com TNF-a (30
ng/mL). Apds o tempo de estimulacdo o sobrenadante foi recolhido e os mediadores
quantificados. A Figura 30 (pag. 74) demonstra que células A549 estimuladas com
TNF-a produzem niveis significativamente elevados de mediadores pro-inflamatoérios
como IL-1B e IL-6. Porém, este mesmo estimulo ndo induziu aumento significativo da
citocina anti-inflamatéria IL-10. O tratamento com cinamato de metila, nas
concentracdes de 3, 10 ou 30 uM diminuiu, respectivamente a producéo de IL-13 em
aproximadamente 42%, 41% e 30% e de IL-6 em 41%, 44% e 51%.
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Figura 30 - Efeito do cinamato de metila sobre a producdo de citocinas em células

A549 estimulados com TNF-a.
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As barras representam os niveis de citocinas produzidas por células A549 tratadas com
cinamato de metila (3, 10 e 30 uM) e estimulados com TNF-a (30 ng/mL) por 24 horas. Dados
apresentados por média + E.P.M. de trés experimentos independentes e as analises
estatisticas foram detectadas por One-way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-
Keuls, sendo +++p<0,001 e +p<0,01 quando comparado as células ndo-estimuladas e

***p<0,001 e *p<0,01 quando comparados ao controle estimulado com TNF-a.
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5.9 Efeito do cinamato de metila sobre a geracdo de espécies reativas de

oxigénio.

Uma vez que o tratamento das células A549 com cinamato de metila afetou a
producdo de citocinas pro-inflamatodrias, decidimos avaliar se este composto
interferiria também com a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
células A549 estimuladas com TNF-a (30 mg/mL). A quantificacdo de EROs foi
realizada pelo método do NBT a partir de amostras do sobrenadante das células A549
mantidas 24 h sob tratamento com cinamato de metila e estimulagcdo com TNF-a (30
ng/mL). Conforme apresentado na Figura 31, células A549 estimuladas com TNF-a
exibiram uma significativa producdo de EROs quando comparado com células sem
estimulo. Esta producdo de EROs estimulada por TNF-a nao foi afetada de forma
significativa pelo tratamento das células A549 com 10, 30, 100 ou 300 uM de cinamato

de metila.

Figura 31 - Efeito do tratamento com cinamato de metila sobre a producéo de espécies

reativas de oxigénio em células A549 estimuladas com TNF-a.

087 N CJ meio RPMI
- /T TNF (30 ng/mL)
2 c 0.6 /
o ° - /
Le] o
o o 0.47 /
uc .
S o /
P O 0.2 /
o /
0.0 T |// T -

10 30 100 300

Cinamato de metila (uM)

As barras indicam a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) representada pela
reducdo do NBT em células A549 tratadas com cinamato de metila (10, 30, 100 e 300 uM) e
estimulados com TNF-a (30 ng/mL) por 24 horas. Dados apresentados por média £ E.P.M. de
trés experimentos independentes e as analises estatisticas foram detectadas por One-way
ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls, sendo +p<0,01 quando comparado as

células ndo-estimuladas.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito do cinamato de metila sobre a resposta
inflamatoria associada ao modelo murino de enfisema pulmonar induzido por elastase.
Com este proposito, buscou-se caracterizar a agdo do cinamato de metila sobre o
recrutamento de leucotcitos para as vias aéreas durante o estabelecimento do
enfisema, quantificando ainda os mediadores inflamatorios no parénquima pulmonar
de animais com enfisema. Para tanto, os animais estimulados com elastase foram
tratados por via intranasal durante cinco dias consecutivos (do 16° ao 20° dia pos-
elastase) com cinamato de metila. No tempo de 24 h apGs o Ultimo tratamento
constatamos que houve uma reducdo no infiltrado inflamatério obtido do lavado
broncoalveolar e uma diminuigcdo no contetdo de citocinas inflamatérias no pulméao.
Observou-se ainda que o tratamento com cinamato de metila reverteu as alteragbes
pulmonares (alargamento dos alvéolos e deposicdo de MEC) induzidas pela elastase
sem afetar a macroscopia de 6rgdos como rim, figado e baco. In vitro, o cinamato de
metila ndo exibiu toxicidade na linhagem de células do epitélio alveolar humano A549.
Além disso, em células A549 estimuladas por TNF-a, o cinamato de metila inibiu a
producédo de IL-1B e IL-6, sem interferir com a producdo de espécies reativas de
oxigénio, o que reforga a proposta do cinamato de metila como um potencial candidato
para tratamento das les6es pulmonares de base inflamatoria.

E bem estabelecido que a doenca pulmonar obstrutiva crénica se caracteriza
por varias modificagcdes na estrutura pulmonar, incluindo resposta inflamatéria crénica
e enfisema. Nesta condicdo, ha destruicdo da estrutura alveolar e excesso de
producdo de muco, o que leva a um prejuizo na mecanica respiratéria. A utilizacao de
modelos animais de experimentacao permite caracterizar aspectos fisiopatologicos da
DPOC bem como investigar possiveis efeitos terapéuticos de candidatos a farmacos
Uteis para o tratamento das diferentes manifestacdes clinicas da doenca (JOBSE et
al. 2014).

Os camundongos sdo amplamente utilizados para realizacdo de ciéncias em
animais, uma vez que seu genoma apresenta semelhancas aos de humanos
(WATERSTON et al.,, 2002). O amplo conhecimento sobre os aspectos
anatomofisiolégicos aliado a caracteristica de apresentarem niveis menores de anti-

protease e anti-tripsina, quando comparados a outros animais como 0s ratos para
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predisposicao ao enfisema, torna-os uma alternativa de escolha para estudos da
condi¢cédo enfisematosa (IHRIG; KLEINERMAN; RYNBRANT, 1971).

Em ciéncias com animais, o modelo que mais se aproxima da condicdo de
enfisema em humanos é o tabagismo em cobaias. Porém, este modelo necessita
submeter os animais a varias semanas de exposicdo a fumaca de cigarro para
alcancar um nivel detectavel de lesdo pulmonar (CHURG; WRIGHT, 2007).

Modelos utilizados nas ciéncias com animais para desenvolver enfisema
podem ser destacados: 0 uso de proteases (papaina, elastase de neutrdfilos),
inalacdo de gases toxicos (fumaca de cigarro), animais geneticamente susceptiveis
ao desenvolvimento da doenga ou geneticamente modificados para a doenca
(MAHADEVA; SHAPIRO, 2002). Dentre estes modelos, a administracdo de
substancias proteoliticas por via traqueal ou inalatéria ainda é amplamente utilizada
para induzir enfisema e suas repercussdes fisiopatolégicas no organismo
(STEVENSON; BIRRELL, 2011).

A instilacdo intratraqueal de elastase em camundongos € um modelo util, de
facil execucéo, alta reprodutibilidade e econdmico para mimetizar rapidamente varios
aspectos do enfisema humano quando comparado a outros modelos animais, além
de permitir controlar a gravidade da doenca de acordo com a dose da enzima utilizada
para inducdo (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008; GAMES et al., 2016; ZUREK et al.,
2016). Estas alteracdes morfofisiologicas podem ser facilmente obtidas em um més,
e sdo geralmente investigadas num periodo entre duas e quatro semanas (SZABARI
et al., 2015).

Apesar da instilacdo de protease reproduzir o enfisema causado por fumo, é
importante mencionar que nesta condicdo a lesdo pulmonar € imediata, e esse
aspecto difere do que € encontrado em humanos no qual o enfisema mostra-se como
uma doenca progressiva e de carater crénico (ANTUNES; ROCCO, 2011).

No modelo animal de inducdo de enfisema pulmonar sugere-se que
aproximadamente 20% da perda de tecido parenquimatoso é causada diretamente
pela acdo da enzima, enquanto os demais 80% s&o provenientes da resposta
inflamatoria expressa pelo animal, o que torna esse modelo aceitavel para avaliar os
mecanismos subjacentes a essa progressiva perda de tecido alveolar, mecanismos
de reparo/remodelacdo do tecido, relacdo estrutura versus lesdes pulmonares,

fungbes pulmonares versus mecanica do enfisema, investigar processos celulares,
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moleculares e genéticos que impedem a cicatrizacdo adequada do tecido pulmonar
(LUCEY et al. 2002). Essa mecanistica permite ainda, investigar potenciais farmacos
gue atuem a retardar a progresséao do enfisema (MORENO et al. 2014).

Tendo por base as vantagens e desvantagens do uso da elastase para induzir
enfisema, o presente estudo mostrou-se como pioneiro na avaliagdo do uso do
cinamato de metila como uma proposta de tratamento curativo para enfisema
pulmonar. Em nossas condi¢cdes experimentais, avaliamos o efeito do composto
natural cinamato de metila, administrado por via intranasal, sobre as alteracfes
pulmonares enfisematosas induzidas pela administragéo intratraqueal de elastase
porcina pancreética em camundongos C57BL/6.

Os animais receberam por via intratraqueal 2 Ul de elastase, e apds 21 dias
(Figura 19, pag 61), as andlises revelaram extensos danos pulmonares compativeis
com enfisema humano, como presenca de exsudato inflamatério contendo neutréfilos
e macrofagos no trato respiratorio inferior e aumento da secrecdo de diversos
mediadores proé-inflamatérios, como TNF-q, IL-1B e IL-6.

A avaliacdo do LBA é uma das analises metodologicas mais comuns e
eficientes para monitorar a inflamagao pulmonar (THEODORO-JUNIOR et al., 2017).
Nossos resultados revelaram que as contagens de leucdcitos total e diferencial nas
amostras de LBA dos grupos testados de animais injetados com elastase
apresentaram intenso infiltrado inflamatorio, fenbmeno que se mostrou associado a
elevacdo no numero de neutrofilos, macréfagos e linfécitos. Nos animais que
receberam elastase e foram tratados com cinamato de metila observamos uma
reducdo significativa nos valores totais de células, macréfagos, neutrdfilos e linfécitos,
em todas as doses testadas, ao compararmos ao grupo elastase, indicando acdo anti-
inflamatoria. Parametros similares aos obtidos em nosso estudo foram reportados
também por Roulet e colaboradores (2012), onde a administracao de 25 Ul de elastase
(i.t.) induziu um aumento significativo na celularidade total do LBA quando em
comparagao com o grupo controle salina; deste total, cerca de 80% corresponde ao
namero de macrofagos alveolares.

Em linha com nossos resultados, em um estudo recente realizado por
Theodoro-Junior et al. (2017) também utilizando elastase (30 Ul) por via intrataqueal,
as contagens total e diferencial de células inflamatdrias do grupo elastase também

evidenciaram aumento em todos os perfis celulares (macréfagos, neutroéfilos, linfécitos
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e eosinofilos) quando comparado ao grupo salina. Em particular, neste estudo, os
animais foram tratados com um inibidor de protease da Enterolobium contortisiliquum
(EcTI) e evidenciaram uma reducdo significativa no nimero destas células em
comparacao com aqueles que ndo receberam o tratamento, indicando uma importante
acdo anti-inflamatoria da substancia em teste. Dando suporte ao racional de que 0s
produtos derivados de plantas podem apresentar efeitos relevantes que os tornam
potenciais candidatos para o tratamento do enfisema.

Estendendo o uso de produtos de origem vegetal potencialmente Uteis para a
atenuacao dos danos resultantes do enfisema, o estudo de Suzuki e colaboradores
(2009) demonstrou que a curcumina, que € encontrada no gengibre (Zingiberaceae),
também reduziu a resposta inflamatdria no modelo de enfisema por elastase. Cabe
destacar que a curcumina, assim como 0 cinamato de metila, sdo compostos
derivados do acido cinamico.

Uma das primeiras alteracfes em tabagistas € o acimulo de macrofagos nos
bronquiolos respiratorios, estas células correspondem a mais de 95% da contagem
total de células do LBA dos fumantes (SHAPIRO; INGENITO, 2005). Em um individuo
acometido por enfisema, o nimero de macréfagos € persistentemente elevado,
podendo estar de 5 a 10 vezes maior quando comparado com individuos néo
tabagistas, sendo caracteristica também presente nos modelos murinos da doenca
(COSTA; RUFINO; LAPA E SILVA, 2009). Os neutrdfilos e linfocitos também estao
em numero aumentados no espaco alveolar, no entanto, os neutréfilos correspondem
a aproximadamente 1 - 2% do total celular, e os linfécitos em menor expressao
(SHAPIRO; INGENITO, 2005).

A infiltracdo de macréfagos e neutrdéfilos € intensa no vigésimo primeiro dia
apos o estimulo enfisematoso (TAGUCHI et al., 2015). Além disso, é sabido que estas
células desempenham papéis determinantes na progressao da doenca, e sado células
predominantes no tecido pulmonar de pacientes enfisematosos (SZABARI et al.,
2015). No presente estudo, constatamos um aumento significativo no acumulo de
leucocitos nas vias aéreas dos animais apos 21 dias do estimulo (Figura 20, pag. 62).

Este aumento no nimero de leucoécitos nas vias aéreas esta associado tambéem
ao aumento no numero de leucdcitos no tecido pulmonar. No pulmao, os niameros de
macrofagos, eosindfilos e linfécitos permanecem elevados durante semanas apos

administragéo do estimulo elastase, e esta razao esta associada ao agravamento dos
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danos pulmonares estruturais que podem ser visualizados histologicamente
(LIMJUNYAWONG et al. 2015). Os resultados obtidos revelaram um intenso dano na
estrutura do parénquima pulmonar apoés 21 dias da administracao de elastase.

Os produtos de origem natural sdo amplamente utilizados no tratamento de
diversas doengas, muitos foram testados e foram eficazes no tratamento da
inflamacé&o pulmonar em modelos experimentais agudos e cronicos de doencas
pulmonares. Compostos que apresentam potenciais efeitos anti-inflamatérios tém sido
cada vez mais estudados, primando por atividades mais seletivas e que atuem na
génese da doenca (GAMES et al., 2016).

A atividade anti-inflamatéria de compostos derivados do acido cinamico tem
sido demonstrada em diferentes modelos de doencas respiratérias. Assim como,
derivados do acido cinamico alguns flavonoides sao capazes de inibir a atividade da
elastase e esses efeitos provavelmente envolvem reducéo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, fatores quimiotaticos e supressao do estresse oxidativo (BRAS et al.,
2010). Até o momento, ndo ha estudos que reportem o efeito do cinamato de metila
na inflamacéao das vias aéreas e pulmao no modelo de enfisema.

Nos modelos animas de enfisema induzido por elastase, ha uma destruicao
direta das fibras elasticas e MEC, que por consequéncia iniciam um processo de
reparo que envolve recrutamento de células inflamatdrias para o local da leséo, dentre
estas, neutrofilos ativados que liberam mais elastase e produzem espécies reativas
gue favorecem a um ambiente proteolitico (TAGUCHI et al., 2015).

No presente estudo, realizamos a quantificacdo de mediadores inflamatérios
pelo ensaio de ELISA e, verificamos que a estimulagdo por elastase aumentou 0s
niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-18 e TNF-a (Figura 21, pag. 63). Em
animais tratados com cinamato de metila observou-se uma diminui¢cdo da producao
dessas citocinas, o que poderia sustentar a reducdo no recrutamento de células
inflamatorias, e consequentemente, a possivel redu¢édo no dano tecidual.

A inflamacdo crénica persistente € uma das chaves sob o mecanismo da
patogénese da DPOC, é permeada pela infiltragdo celular das vias aéreas,
mediadores caracteristicos como citocinas pro-inflamatorias, IL-1B8, TNF-a, IL-6 e
TGF-B, recrutamento de neutréfilos e macréfagos (COSTA; RUFINO; LAPA E SILVA,
2009).
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Os macrofagos séo células fundamentais na fisiopatologia do enfisema,
capazes de liberar varios mediadores inflamatérios envolvidos na destruicdo do
parénquima alveolar; TNF—a, IL-18, IL-6, IL-10, entre outras, estdo envolvidas na
progressao da doenca. Games et al. (2016) avaliaram trés monoterpenos na secrecao
de citocinas no BAL por ELISA, evidenciando que os tratamentos reduziram os niveis
de IL-6 e IL-18 de forma semelhante ao grupo salina. Cepas de camundongos
deficientes em receptores para TNF-a, IL-18 e IL-6, sdo protegidas do enfisema,
enquanto cepas que expressam niveis elevados destes receptores sdo mais
propensas ao desenvolvimento da doenca (RUWANPURA et al. 2011; THOMSON et
al. 2012).

A utilizacdo de compostos naturais pode ser uma alternativa para o tratamento
da DPOC. Estudos prévios demonstraram que o tubérculo de Alisma orientale
suprimiu varios disturbios inflamatdérios, incluindo a infiltracdo pulmonar neutrofilica
em um modelo de rato com lesdo pulmonar aguda (KIM et al., 2016).

Consoantes aos nossos resultados, outros estudos também observaram que o
infiltrado leucocitario no enfisema experimental é composto principalmente por
linfécitos, neutréfilos e macrofagos, presentes também em regides peribronquiolares
(ROULET et al., 2012). Resultados obtidos por Martins-Oliveira et al. (2016)
demonstraram também que o impedimento no acumulo leucocitério nas vias aéreas e
atenuou o dano tecidual associado ao enfisema.

E reconhecido que os leucdcitos exercem papeis determinantes na progressio
do enfisema, uma vez que sdo capazes de secretar MMPs que clivam a elastina e o
coldgeno (SZABARI et al., 2015), promovendo destruicdo alveolar e remodelamento
inadequado do parénguima com deposicdo de colageno e fenbmenos elastoliticos
(PADILHA et al., 2015).

Em estudo desenvolvido por Lima e colaboradores (2014), ratos com colite
apresentaram niveis aumentados de IL-1B sanguineos, porém ao serem tratados com
cinamato de metila, houve reversao significativa dos niveis desta citocina pré-
inflamatoria. Neste aspecto, estes achados estdo em sintonia aos observados em
nosso estudo, visto que também constatamos uma reducéo no conteudo de IL-1 no
tecido inflamado (Figura 21, pag.63).

Para verificar se os efeitos protetores do cinamato de metila se estenderiam ao

tecido pulmonar, realizamos andlises histopatologicas do pulméo para evidenciar as
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alteracdes estruturais associadas ao enfisema nos animais estimulados com elastase.
Nossos resultados revelaram que os cortes histoldgicos de animais estimulados com
PBS e corados por H&E apresentaram estruturas pulmonares normais. No entanto,
com a administracdo de elastase, observou-se o desenvolvimento de estruturas
heterogéneas, com grandes areas de destruicdo tecidual, espacos aéreos
aumentados, quebras nas paredes septais e presenca de infiltrado inflamatorio,
fendbmenos estes, que podem ser facilmente visualizados nas imagens do grupo
(Figura 22, pag. 65). No entanto, 0s animais ao receberem tratamentos com cinamato
de metila nas diferentes doses, apresentaram diametros alveolares muito menores
guando comparados com o grupo estimulado com elastase.

Nossos resultados se assemelham aos observados por Takata e colaboradores
(2015), onde a administracdo de elastase (3 Ul) causou significativa destruicdo da
parede alveolar em comparagcdo com 0s grupos veiculo ou ao grupo estimulado com
elastase em concentracdes dez vezes menor (0,3 Ul). Szabari et al. (2015) em seu
ensaio de instilacdo Unica de elastase (5 Ul) por via intratraqueal e analises realizadas
apos diferentes periodos de tempo (3, 10, 21 e 105 dias), afirmaram haver
deterioracdo progressiva e continua dos volumes e da mecéanica pulmonares, mesmo
105 dias ap6s a inducao, bem como, também evidenciaram destruicdo tecidual, com
espacos aéreos aumentados e falhas nas paredes septais durante a progresséo da
doenca. Tendo por base estas informacdes, em nosso estudo padronizamos o tempo
de 21 dias para avaliar as alteracdes inflamatérias causadas pela administracédo de
elastase.

Com a ruptura de paredes septais, pode ocorrer coalescéncia entre alvéolos
vizinhos e, em consequéncia aumento dos diametros alveolares alterando a estrutura
local e influenciando no desempenho funcional; ou ainda destruicéo de fibras elasticas
gue sustentam as paredes pulmonares, o que, por sua vez, diminuem a rigidez
pulmonar, propiciando um aumento na tensédo das fibras vizinhas, aumentando a
probabilidade de outras rupturas subsequentes. Neste contexto, a ruptura das paredes
septais, da estrutura alveolar e a rigidez parenquimatosa tornam-se mecanismos
intimamente ligados que induzem a um rearranjo estrutural heterogéneo e declinio da
funcéo pulmonar (HAMAKAWA et al., 2011; SZABARI et al., 2015). A falha mecéanica
do 6rgao, por sua vez, gera fragmentos que sao quimioatraentes aos macréfagos

(HOUGHTON et al., 2006), propiciando um processo repetitivo: a inflamacgéo do tecido
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pulmonar promove falha mecénica, que por sua vez, mantém a inflamacao, tendendo
a progresséao e posterior estabilidade da doenca (SZABARI et al., 2015).

Cortes corados com H&E foram usados para avaliar o espaco aéreo alveolar,
0 que € amplamente aceito como um indicador da presenca de enfisema
(AGGARWAL et al., 2018). A quantificacao estrutural no pulmao consegue mensurar
a gravidade da doenca, bem como a resposta de intervencdes experimentais ao
tratamento. Permite uma interpretacdo significativa dos resultados, com poder
estatistico adequado e facilita comparacdes entre grupos experimentais e entre
diferentes estudos (HSIA et al.,, 2010). A quantificagdo do espaco aéreo alveolar
utilizando morfometria é de extrema importancia para avaliar o efeito do tratamento
com cinamato de metila no modelo de enfisema induzido por elastase.

Utilizando uma abordagem quantitativa para verificar a reversédo do enfisema
apoés tratamento com cinamato de metila, analisamos a ampliagdo do espaco aéreo
alveolar (Figura 23, pag. 66). A estimulagdo com elastase levou ao aumento nos
espacos alveolares nos animais, quando comparados com 0O grupo controle,
caracteristica marcante do enfisema imposta pela destruicdo das paredes dos
alvéolos. Em sintonia com nossos resultados, verificamos que as analises histologicas
realizadas por Padilha et al. (2015), apés a administracdo de 0,1 Ul de
elastase/i.t./semana, durante quatro semanas, revelaram maior Intercepto Linear
Médio (Lm), bem como maior aumento da infiltracédo celular, células mononucleares e
neutroéfilos, no tecido pulmonar no grupo controle elastase que no grupo controle
salina, além de destruicdo de septos alveolares, o que condiz com nossos achados.

A ruptura do tecido pulmonar acarreta a perda de recuo elastico, com
consequente aumento dos espacos aéreos, o0 que leva a obstrucédo ao fluxo aéreo,
com prejuizo as trocas gasosas e hiperinsuflacdo pulmonar (ZUREK et al., 2016). Os
espacos alveolares do modelo utilizado por Games et al. (2016) também aumentaram
no grupo elastase em comparacdo com 0s animais que receberam apenas solucao
salina, assim como aqui evidenciado, tendo os monoterpenos atenuado o enfisema,
como foi observado pelos menores valores de Lm em relagéo ao grupo elastase.

No modelo experimental desenvolvido por Kuhl e colaboradores (2014), que
avaliava diferentes graus de enfisema pulmonar induzidos pela administracdo de
diferentes doses de elastase (0,1; 0,15 e 0,2 Ul) em camundongos, observaram que

doses mais altas da enzima resultaram em Lm aumentado, quando comparado aos
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valores do grupo controle, um padrao de dano semelhante ao enfisema progressivo
em humanos.

O tratamento com as diferentes concentracdes de cinamato de metila
conseguiu diminuir ou inibir de maneira efetiva estas expansdes de areas alveolares.
Em estudo realizado por Almeida-Reis e colaboradores (2017) utilizaram uma
substancia natural, inibidor de antiprotease, e encontraram resultados semelhantes
aos evidenciados em termos de reversdo da expansao do espaco aéreo alveolar e
inibicdo do recrutamento de células inflamatdrias. Considerando que iniciamos o
tratamento com cinamato de metila apdés 15 dias do estimulo com elastase,
desconsideramos a possibilidade do composto cinamato de metila atuar como uma
antiprotease, uma vez que consideramos que o dano aos alvéolos ja estava
estabelecido.

Apés administracdes multiplas de elastase (0,4 Ul/i.t.) para inducdo do
enfisema, Henriques et al. (2016) concluiram em seu modelo que os niveis de IL-13 e
TNF-a estavam mais elevados; houve colapso alveolar, hiperinsuflagdo pulmonar,
com aumento da area dos espacos aéreos e do numero de neutréfilos, aumento da
deposicdo de coldgeno resultando em danos estruturais do epitélio e células
endoteliais, resultados semelhantes observados neste estudo. Considerando as
informacdes apresentadas até o momento, podemos sustentar a proposta de que o
cinamato de metila parece apresentar efeitos inibidores do dano pulmonar por inibir a
producao de citocinas pro-inflamatorias e, consequentemente, o infiltrado leucocitario
para as vias aéreas e pulmao.

Com intuido de avaliar a repercusséo sistémica do enfisema, ao analisarmos a
meédia do ganho de peso corporal dos animais, constatamos uma reducdo no peso
dos animais que receberam o estimulo com elastase (Figura 26, pag. 70). De forma
interessante, aqueles animais com enfisema que foram tratados com a maior dose de
cinamato de metila exibiram uma reversao na reducdo do peso corporeo.

O enfisema pode ser considerado uma doenca sistémica, caracterizada por
alteracdes esqueléticas, fraqueza, disfun¢cdo muscular e perda de peso, a qual ocorre
em virtude de estresse oxidativo e ingestéo caldrica reduzida. E reconhecido que o
tabagismo contribui para a perda de peso, agrava o enfisema e gera um circuito de
retroalimentacao (KOZMA et al., 2014).
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A acentuada perda de peso observada no presente estudo ndo ocorreu em
virtude da agéo direta da elastase, mas sim em decorréncia do estabelecimento do
qguadro enfisematoso, haja vista a reducéo ter sido observada no terceiro dia apés o
estimulo. Em nossas condic¢des, o tratamento com cinamato de metila na maior dose
reverteu a reducdo de peso. Vale mencionar que este ganho de peso pode estar
associado ao aumento na ingestao de racao, que pode ou néo, estar relacionado ao
estabelecimento do quadro patologico dos animais (Figura 28, pag. 72). Para
esclarecer este aspecto mais estudos sdo necessarios.

Na progressao do enfisema pulmonar, uma vez que, 0S espacos aereos
alveolares aumentam, h& consequente diminuicdo do conteldo de elastina e aumento
do conteddo de colageno, sendo bastante plausivel que apos a destruicdo dos
alvéolos, desaparecam todos os componentes da MEC, induzindo a ocorréncia de
reparos aberrantes, com fibras elasticas parenquimatosas desordenadas e excesso
de colageno anormalmente organizado (SHAPIRO; INGENITO, 2005; SZABARI et al.,
2015). Fragmentos de elastina sdo quimioatraentes para mondcitos e fibroblastos
(SHAPIRO; INGENITO, 2005), e é de conhecimento que estas células produzem
diferentes MMPs que degradam diretamente o coldgeno da MEC (D’ARMIENTO et
al., 1992), situacdo que pode amplificar a resposta inflamatoria contribuindo para o
perfil progressivo e cronico do enfisema.

A administracdo de elastase € capaz de produzir enfisema promovendo
reducao na fracao de fibras de colageno nos septos alveolares, entretanto, na fase de
remodelacdo tecidual, que se inicia aproximadamente oito dias apds o estimulo da
enzima, ha depdsito de colageno em volta dos brénquios (KUHL et al., 2014).

Em nosso estudo, amostras de tecido pulmonar foram submetidos a
processamento histopatolégico para analise por coloracdo com tricomio de Masson
que revelam deposicdo de MEC em coloragcdo azul e os demais componentes
estruturais em vermelho, o que permite uma andlise mais ampliada da estrutura
pulmonar durante a progressdo da doenca (Figura 24, pag. 68). Em virtude da
destruicdo das fibras elasticas, seguida por uma renovacao do contetdo de colageno,
os resultados obtidos indicaram um aumento na deposicao de matriz extracelular nos
animais estimulados com elastase em comparac¢ao com os tratados com PBS. Ja nos
animais com enfisema o tratamento com cinamato de metila nas maiores doses, 10

ou 50 umol/Kg, reduziram a deposi¢éo de colageno, sugerindo reducdo na destruicao
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do tecido pulmonar, ou ainda, uma reducdo na sintese de coldgeno pelas células
produtoras, tal como fibroblasto (Figura 25, pag. 69). No entanto, para saber se o
cinamato de metila possui algum efeito direto sobre a sintese de colageno, estudos
futuros sdo necessarios. Nossos resultados encontram respaldo na literatura uma vez
que o estimulo com elastase induz aumento na proporcao de fibras de colageno no
pulm&o de camundongos, fendbmeno que se mostrou relacionado com aumento da
resposta inflamatoria e sensivel ao tratamento com inibidor de protease (THEODORO-
JUNIOR et al., 2017; ALMEIDA-REIS et al., 2017).

No cenario de destruicdo das paredes alveolares, da-se inicio a um processo
de reparo anormal de remodelacéo das fibras de coldgeno, e este fendmeno contribui
para o desenvolvimento do enfisema. No estudo de Ito et al. (2005) foi observado
aumento de 45% do conteudo de colageno total dos pulmdes de camundongos apos
a leséo elastolitica. Outros estudos, como os de Tanaka e colaboradores (2001), o
aumento no contetdo de colageno foi menor, porém ainda com significancia
estatistica de 38%.

O cinamato de metila € um composto de uso ja muito difundido para finalidades
cosmética e alimenticia. Estudos de toxicidade oral, realizados no Research Institute
for Fragrance Materials (1975) dos Estados Unidos com ratos expostos a cinco
administracdes de cinamato de metila em dose de até 6,0 g/Kg por um periodo de 14
dias, revelaram sinais clinicos de diminuicdo respiratéria com uma dose igual ou
superior 3,16 g do composto/kg de peso corporal. Neste estudo, ndo houve evidéncias
de alteracdes teciduais em todos os animais apds eutanasia e necropsia.
Estabelecidos parametros para dose letal mediana de 2,61 g/kg e intervalo de
confianca no nivel de 95% nas doses entre 2,00 a 3,41 g/kg. Dados que demonstram
a seguranca no uso deste composto. Apesar do nosso estudo submeter os animais
ao tratamento por via intranasal, ndo observamos qualquer indicativo de toxicidade
apos tratamento nas doses utilizadas. Outro aspecto importante a ser mencionado
refere-se a auséncia de citotoxicidade do cinamato de metila quando exposto in vitro
diretamente sobre células A549 (Figura 29, pag. 73), 0 que sustenta a segurancga de
uso deste derivado do acido cinamico.

Dando sustentacdo aos nossos achados sobre a auséncia de citotoxicidade, 0s
estudos de Ballabeni e coautores (2010) revelaram que o 6leo essencial de Ocotea

quixos, que possui grande quantidade de cinamato de metila também n&o se mostrou
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citotoxico para células J774. Neste mesmo estudo, os autores ainda demonstraram
que a producédo de oxido nitrico induzida por LPS foi suprimida pelo tratamento com
cinamato de metila de maneira dependente de dose.

Com proposito de verificar se o cinamato de metila possui capacidade de
interferir com a secrecao de citocinas inflamatérias produzidas por células do epitélio
alveolar, submetemos as células A549 a estimulagdo com TNF-a. Nossos resultados
revelaram que o perfil anti-inflamatério do cinamato de metila ficou evidente, uma vez
gue a secrecao de IL-1B e IL-6 foram significativamente suprimidos pelo cinamato de
metila. Estes resultados sdo relevantes uma vez que esta bem consolidado o papel
da IL-6 e IL-1B no estabelecimento e progressao do enfisema (RUWANPURA et al.,
2011; ZOU et al., 2017). Neste mesmo conjunto de experimentos, os niveis de IL-10
nao foram afetados pelo estimulo com elastase, ou mesmo pelo tratamento com o
derivado do &cido cindmico.

O aumento da expressdo de espécies oxidativas, substancias secretadas por
células imunes ativadas e estruturais ou particulas toxicas da fumaca do cigarro ou
outros agentes, resultam alto grau de estresse oxidativo nos pulmdes de pacientes
com DPOC. A inflamacéo e o estresse oxidativo s&o mecanismos inseparaveis neste
assunto (KHAN et al., 2014). Além das citocinas IL-6 e IL-1 B, o 6xido nitrico tem-se
revelado como um mediador critico para a progressao do enfisema, tanto que valores
de 6xido nitrico exalado vém sendo utilizado como marcador da severidade da DPOC
(RIO et al., 2018). Em nosso estudo, ao estimular as células do alvéolo com TNF-a
constatamos um significativo aumento na producéo in vitro de 6xido nitrico, porém, o
tratamento com cinamato de metila ndo inibiu esta producgédo (Figura 30, pag. 75). Este
dado sugere gque o cinamato de metila pode atuar em vias moleculares distintas
afetando de forma diferencial a producédo de citocinas e a producdo de mediadores
Nao proteicos.

Tomando em conjunto todos os resultados é possivel especular que a
diminuicdo da resposta inflamatoria das vias aéreas e a reversdo do dano pulmonar
pode ser devido a acdo do cinamato de metila sobre as células do epitélio das vias
aéreas in vivo. Tendo por base que o cinamato de metila tem efeitos anti-inflamatorios

diretos sobre células epiteliais estimuladas in vitro.
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7 CONCLUSAO

Com a realizacédo deste estudo, estabelecemos na Universidade Federal de
Alagoas, o modelo de enfisema induzido por elastase em camundongos. Os
resultados obtidos demonstram, pela primeira vez, que o tratamento curativo com
cinamato de metila reduziu a resposta inflamatoéria associada ao enfisema induzido
por elastase em camundongos. Este modelo animal mimetiza aspectos da doenca em
humanos, reproduzindo o dano a arquitetura pulmonar marcada pela destruicdo das
paredes alveolares, intenso infiltrado de células inflamatérias, e aumento nos niveis
de citocinas pré-inflamatérias no pulméo. Demonstramos ainda que o tratamento com
cinamato de metila reverteu a lesdo enfisematosa pulmonar induzido por elastase.
Outra observacao importante refere-se a aparente auséncia de toxicidade com uso do
cinamato de metila, visto que nas concentracfes utilizadas in vivo néo induziu
alteragbes macroscopicas nos rins, figado e baco, nem exibiu efeitos citotdéxico nos
ensaios in vitro sobre as células A549. Além disso, constatamos o efeito direto do
cinamato de metila em suprimir a producdo de mediadores pré-inflamatorios em
células A549 estimuladas com TNF-a Portanto, o cinamato de metila mostra-se como
um promissor agente para o desenvolvimento de um medicamento para o tratamento

das condic¢es inflamatérias associadas ao enfisema.
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