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RESUMO

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ uma condigdo progressiva e lenta com
efeitos pulmonares relacionados a ativacdo de células inflamatorias e estresse oxidativo.
Porém, estudos recentes mostram que a DPOC ndo esta associada somente as anormalidades
do parénquima pulmonar, mas também ao estresse oxidativo sistémico, que contribuiria para
as alteragOes sistémicas na fun¢do bioquimica e de orgdos. Este estudo tem como objetivo
avaliar a correlagdo do estresse oxidativo sistémico, com a perda de massa muscular, em ratos
com enfisema pulmonar induzido experimentalmente, apds 20 dias da instilacdo intratraqueal
de papaina. Foram utilizados 19 ratos Wistar machos (240-300g) distribuidos em dois grupos:
Grupo enfisema (GE) — 9 animais submetidos a instilacdo intratraqueal de papaina (100 pl, 20
mg/ml, em NaCl 0,9%); Grupo controle (GC) — 10 animais submetidos a instilacdo
intratraqueal de NaCl 0,9%. Apds 20 dias da indugdo, os animais experimentais e controle
foram pesados, e, a coleta de sangue, por punc¢do cardiaca, foi realizada para determinacio da
lipoperoxidagdo por quimiluminescéncia (QL), capacidade antioxidante total (TRAP),
proteinas carboniladas, glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e pressodes parciais de oxigénio e gas carbonico. Apos 20 dias da indugdo, os animais
experimentais e controle foram sacrificados por decapitagdo. O lobo médio do pulmao direito
foi retirado para analise histologica e quantificacdo do enfisema pulmonar. O gastrocnémio
foi retirado e pesado para a determinacao da relagdo da massa muscular com a massa corporal
total e analise histologica. Na quantificagdo do enfisema pulmonar observou-se um nimero de
interceptos das estruturas alveolares com o sistema de retas significantemente menores (p<
0,05) no GE (48,37+2,7) em relagdo ao GC (54,49+1,6). As andlises histologicas do pulmao
do GE mostraram aumento dos espacos alveolares, com paredes alveolares delgadas e
destruicdo de septos alveolares e de capilares em relagdo ao GC. O GE mostrou indice de
caquexia de 6,28+0,91% com diminui¢do significante (p<0,05) da relacdo da massa muscular
com a massa corporal total, sendo a média do GC 0,0038 + 0,0002 ¢ 0,0030 = 0,0002 do GE.
A lipoperoxidagdo de hemacias do GE apresentou-se aumentada significantemente (p<0,001)
em relacdo ao GC, com média de 14466+877 e 6885+1049, respectivamente. A carbonilagao
de proteinas no plasma apresentou-se aumentada significantemente (p<0,001) no GE em
relacdo ao GC, com média de 0,034+0,0002 e 0,024+0,0001, respectivamente.. A capacidade
antioxidante total e a quantificacdo de GSH ndo mostrou diferengas significantes. Observou-
se aumento significante (p<0,05) da concentra¢ao da SOD no GE, com média de 11,26+2,23 ¢
4,72+0,68 e da atividade da CAT (p<0,01), com média de 1,06+0,11 e 0,45+0,02. A média da
pressao parcial de oxigénio e gas carbonico ndo apresentaram diferencas significantes. Estes
resultados revelam aumento da lipoperoxidacdo das hemacias, da concentracdo da SOD,
carbonilagdo protéica e atividade da catalase, acompanhado por perda de massa corporal e
muscular. Este estudo apresenta evidéncias experimentais de estresse oxidativo sistémico na
DPOC, sugerindo sua participac¢do na perda de massa corporal e muscular.

Palavras-chave: DPOC. Estresse oxidativo sistémico. Massa corporal. Massa muscular.
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ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a slowly and progressive condition and
pulmonary effects with activation of inflammatory cells and oxidative stress. However, recent
studies show that COPD is associated with systemic oxidative stress, which contribute to
systemic changes in biochemical function and organ. This study aims to correlate the systemic
oxidative stress related with wasting muscle mass in experimental emphysema rats, 20 days
after intratracheal instillation of papain. It was used 19 male Wistar rats (180-250g) divided
into two groups: Emphysema Group (EG) - 9 animals with intratracheal instillation of papain
(100 pl, 20 mg / ml in NaCl 0.9%). Control Group (CG) - 10 animals treated with
intratracheal instillation of NaCl 0.9%. After 20 days of induction, the experimental and
control animals were weighed, and blood collection by cardiac puncture was performed to
determine the lipoperoxidation, total antioxidant defenses, protein carbonyl, reduced
glutathione, superoxide dismutase and catalase. On 20th day, the experimental and control
animals were killed by decapitation. Middle lobe of right lung was removed for histological
analysis and quantification of pulmonary emphysema. Gastrocnemius muscle was removed
and weighed to determine the ratio of muscle mass to total body mass and histological
analysis. On pulmonary emphysema was observed a number of intercepts of alveolar
structures with the system straight significantly lower (p<0.05) in EG (48,37+2,7) than in CG
(54,49+1,6). Histological analysis of EG showed increased alveolar spaces, with thin alveolar
walls and septum and alveolar destruction. EG showed cachexia index of 6,28+0,91% with
significant reduction (p<0,05) in the ratio of muscle mass to total body mass, with average
CG 0,0038 + 0,0002 and 0,0030 + 0,0002 EG. Erythrocytes lipid peroxidation of GE
increased significantly (p <0.001) compared to GC, with average 14,466 + 877 and 6885 +
1049, respectively. Proteins carbonylation of plasma was significantly (p<0.001) increased in
GE, with average 0.034 £+ 0.024 and 0.0002 + 0.0001, respectively. Total antioxidant capacity
and quantification of GSH showed no significant differences. EG showed a significant
increase (p <0.05) of SOD concentration, with average 11.26 &+ 2.23 and 4.72 + 0.68 and CAT
activity (p <0.01), with average 1,06 = 0.11 and 0.45 + 0.02. The average partial pressure of
oxygen and carbon dioxide showed no significant differences. These results show increased
lipid peroxidation of red blood cells, concentration of SOD, protein carbonylation and
catalase activity, accompanied by wasting mass and muscle mass. This study presents
experimental evidence of systemic oxidative stress in the COPD and suggests its participation
in wasting body mass and muscle mass.

Keywords: COPD. Systemic oxidative stress. Body mass. Muscle mass.
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1 INTRODUCAO

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ uma condi¢do progressiva
e lenta, caracterizada pela limitacdo irreversivel do fluxo aéreo com estreitamento das
pequenas vias aéreas, bronquiolite e destruicdo do parénquima pulmonar (LARSSON, 2007;
MACNEE, 2005), sendo a maior causa de mortalidade e morbidade cronica no mundo (RABE
et al., 2007). A Organizagdo Mundial de Satde prediz que esta serd a terceira maior causa
geral de incapacitagdo e quinta de morte até 2020 (AGUSTI, 2005). No Brasil é responsavel
por cerca de 30 mil dbitos/ano, com, atualmente, trés milhdes de portadores da doenga, sendo
que sua progressao ¢ alarmante mundialmente, com niimeros crescentes (PAUWELS et al.,
2001).

A denominagdo DPOC engloba uma série de doengas de diferentes
etiologias, mas sempre associadas a uma resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a
particulas e/ou a gases irritantes. Dentre os pacientes com DPOC, aproximadamente 20%
apresentam enfisema, enquanto os outros 80% tém bronquite crénica ou, ainda, uma
combinagdo destas duas afecgdes (MONTEIRO, 2004). A obstrucdo das vias aéreas esta

associada aos mecanismos responsaveis pelo bloqueio da luz bronquica (Figura 1).

Figura 1 — Mecanismos de obstru¢do das vias aéreas.

(A) A luz estd parcialmente bloqueada, por exemplo, por secrecdes excessivas. (B) A
parede das vias aéreas esta espessada, por exemplo, por edema ou hipertrofia muscular, (C)
A anormalidade ¢ fora das vias aéreas; neste exemplo, o parénquima pulmonar esta
parcialmente destruido e a via aérea estreitou-se em virtude da perda de tracdo radial.
Fonte: West, 1996.
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A DPOC ¢ o resultado da interacdo entre fatores genéticos e diferentes
estimulos ambientais, que incluem o tabagismo e a queima de biomassa. As exposi¢des a
poluentes ambientais e profissionais, fatores genéticos, hiper-responsividade das vias aéreas,
determinados eventos perinatais e doencas da infancia, infeccdes broncopulmonares
recorrentes e fatores dietéticos também sao fatores de risco para a DPOC (FLETCHER et al,
1977; GOLD et al., 1996; CHENG et al., 2004).

Segundo Filho (2006), a teoria mais aceita para a patogénese do enfisema ¢é
0 mecanismo protease-antiprotease, segundo o qual o enfisema resulta do desbalanco entre
proteases e antiproteases, com predominio da a¢do das proteases e conseqiiente destrui¢ao dos
septos alveolares.

A oy-antitripsina € uma antiprotease que reveste o epitélio respiratério e
possui grande atividade antielastase no parénquima pulmonar. Portanto, a sua deficiéncia, por
inativacdo por oxidantes ou homozigose para o gene Z, pode levar ao enfisema pulmonar
(WEST, 1996; PALOMBINI et al., 2001; FILHO, 2006).

De acordo com Snider (1986) e Palombini (2001), o enfisema pode ser
definido de acordo com o acometimento da anatomia dos 4cinos pulmonares, indicando a
etiologia e o comportamento fisiopatoldgico da apresentagdo da doenca. O enfisema pan-
acinar apresenta o acino pulmonar comprometido por um alargamento difuso, habitualmente
estendendo-se desde a regido hilar até a periferia dos pulmdes, com perda das paredes
alveolares e destrui¢do de parte do leito capilar. Esse enfisema ¢ encontrado em individuos
com deficiéncia de o;-antitripsina ¢ em modelo experimental, com o uso de enzimas

proteoliticas, como a papaina (Figura 2).
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Alveolus

NORMAL ACINUS Respiratory Alveolar

bronchiole duct

_._.—..H_‘\\

Alveolus

B Respiratory

bronchiole
Alveolar
/ duct
) Panacinar emphysema
—

Centriacinar emphysema

Figura 2 — Enfisema centroacinoso ¢ panacinoso.

Observar que no enfisema centroacinoso, a destrui¢do é limitada aos bronquiolos terminais e
respiratorios. No enfisema panacinoso os alvéolos periféricos também sdo comprometidos.
Fonte: Fausto et al., 2005.

1.1 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA E ESTRESSE OXIDATIVO PULMONAR

Nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que as Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) participam ativamente, tanto de uma série de processos bioldgicos normais
(crescimento celular, morte celular programada e senescéncia) (FINKEL, 2003), como de
diversos processos patoldgicos (lesdes mitocondriais, peroxidagdo de membranas bioldgicas e
lesio do DNA celular) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Define-se como Espécie
Reativa de Oxigénio (ERO) ou Nitrogénio (ERN) qualquer espécie derivada de oxigénio (O,)
ou nitrogénio (N3) que tenha um elétron desemparelhado na tltima camada de valéncia, o que
a torna muito reativa a qualquer molécula de lipideo, proteina e acido nucléico (FILHO,

2006).
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As células possuem sistemas antioxidantes que impedem o efeito deletério
dos radicais livres. A superoxido dismutase (SOD) constitui um mecanismo rapido de
resposta a formacdo do radical superdxido e estd presente em todos os organismos
eucarioticos, sendo responsavel por catalisar a dismutagdo de dois radicais superoxidos em O,
e H,O, (VALKO et al., 2006).

A catalase (CAT) ¢ uma hemoproteina contendo quatro grupos heme que
tem especificidade para o H,O,, produzido na dismutacdo do O, pelas SODs, decompondo-o
cataliticamente em um tempo extremamente rapido. Quando o peroxido se encontra em altas
concentragdes a catalase age principalmente catalisando a transformagdo do H,O, em H,O e
0, (VALKO et al., 20006).

A glutationa reduzida (GSH), um antioxidante ndo enzimatico, ¢ um tiol
tripeptideo de baixo peso molecular encontrado abundantemente no meio intracelular. Esta
molécula possui grande importancia em diversos processos intracelulares como, por exemplo,
transporte de aminodcidos, sintese de proteinas e acidos nucléicos, modulacdo da atividade
enzimadtica, metabolismo de xenobidticos, e prote¢do contra substincias carcinogénicas e
EROs (SIES et al., 1979; ANDERSON; MEISTER, 1983; DOUGLAS, 1987; MEISTER,
1988).

Além da GSH, outros antioxidantes ndo enzimaticos, tais como vitaminas C,
E e A, os flavondides e carotendides sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou provenientes de fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre
foslipideos, aminoacidos das proteinas, dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e
bases do DNA, evitando a formacao de lesdes e perda da integridade celular (BIANCHI;
ANTUNES, 1999). A capacidade antioxidante total (TRAP) revela a defesa de antioxidantes
de baixo peso molecular, ndo enzimaticos (PRIOR; CAO, 1999; LIU et al., 2003).

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producdo de EROs e as
defesas antioxidantes, ocasionado pela diminui¢ao de defesas antioxidantes e/ou a geragao de
mais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O
estresse oxidativo pode resultar em lesdes (FILHO, 2006).

O estresse oxidativo e o processo inflamatério tém sido considerados um
dos principais responsaveis pela progressdo continua e irreversivel da DPOC com
participagdo ativa de macrofagos, neutrofilos e linfocitos CD8 associada a estimulos oxidantes
diretos das estruturas pulmonares, que desencadeiam reagdes bioquimicas, levando a
progressiva desorganizagdo das pequenas vias aéreas e ao remodelamento estrutural ndo

reversivel. A liberacdo de substincias provenientes das cé€lulas recrutadas e do estresse
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oxidativo leva ao desequilibrio, inicialmente temporario, dos mecanismos de defesa pulmonar
e, posteriormente, a permanéncia deste desequilibrio (ALMEIDA, 2001).

O enfisema pulmonar pode ser causado pela destrui¢do de fibras elésticas do
intersticio do pulmao por elastases. Em 1963, foi descrito cinco pacientes com deficiéncia de
o -antitripsina, a principal substincia responsavel pela inibicdo da elastase neutrofilica; trés
destes pacientes tinham enfisema (LAURELL et al., 1963). Em 1965, um grupo de autores
instilaram papaina pela traquéia no pulmdo de roedores, numa tentativa de produzir
granulomas e acabaram descobrindo que esta substancia provocava enfisema (GROSS et al.,
1965).

As enzimas proteoliticas como elastases e papaina podem levar a destruicao
do parénquima pulmonar. Modelos experimentais de enfisema pulmonar, com administragdao
destas enzimas, tém sido utilizados (FUSCO, 2002). A papaina ¢ reconhecida por apresentar
uma potente atividade elastolitica, degradando ndo apenas a elastina, como também o
colageno dos tecidos (TURINO et al., 2002). A destruicdo do parénquima pulmonar tem
inicio com a agressdo provocada pela papaina, com alteragdes da arquitetura pulmonar,
progredindo até estabilizar-se em algumas semanas (MATORANA et al., 1982; MONTEIRO
et al., 2004).

Dados da literatura demonstram que o modelo por instilagdo endotraqueal
de elastase, uma enzima elastina-especifica, pode acelerar o processo de degradacdo dos
septos interalveolares e promover o estabelecimento sintomatico da doenca (CANTOR et al.,
2000). Porém, estudos prévios do nosso laboratdrio estabeleceram um modelo experimental
de enfisema por papaina, capaz de reproduzir as mesmas caracteristicas.

O tecido pulmonar, agredido pela papaina, sofre modificagdes no
metabolismo e induz as células ou a matriz extracelular a liberar mediadores como
quimiocinas, inteleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-a) e derivados lipidicos
(FILHO, 2006). Estas citocinas, especialmente o TNF-a, participam de forma importante na
indugdo do estresse oxidativo com aumento da producdo de EROs pelas mitocondrias com
alteracdes do sistema de transporte de elétrons (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O
oxigénio ¢ a principal fonte de radicais livres nas células, pois, durante as fases
intermediarias, de aceitacdo de elétrons, forma-se anion superoxido (O,) , peroxido de
hidrogénio (H,O;, e radical hidroxil (OH). Sob situagdes fisiologicas eles ndo saem da

mitocondria e sdo neutralizados pelo sistema antioxidante, ja em situagdes patoldgicas causam
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lesao (FILHO et al., 2006) (Figura 3). Em individuos com DPOC, a carga oxidante nos
pulmdes esta aumentada (NADEEM et al., 2005).

A. FREE RADICAL GENERATION
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Figura 3 — Fungdes das espécies reativas de oxigénio na lesao celular
Fonte: Fausto et al., (2005)

Com a evolucao da DPOC e a destruicao do parénquima pulmonar ocorrem
alteracdes nas trocas de gases entre os capilares pulmonares e alvéolos. Estabelece-se
hipecapnia (aumento de CO, no sangue) e hipoxemia (diminuicdo de O, no sangue)
(PALOMBINI et al., 2001). Com a privacao de oxigénio, as células degeneram, morrem ou
sofrem modificagdes metabodlicas progressivas que originam respostas adaptativas

sistemicamente (FILHO, 2006).
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO

As agressdes localizadas podem provocar respostas sistémicas que
consistem em reagdes inespecificas, complexas e inter-relacionadas para a adaptacdo de um
organismo frente a lesdao (FILHO, 2006).

Estudos recentes mostram que a DPOC ndo estd associada somente as
anormalidades do parénquima pulmonar (PAUWELS et al., 2001), mas também a ativacdo de
células inflamatérias na circulagdo e estresse oxidativo sistémico (AGUSTI, 2001), que

podem levar a alteragdes em outros 6rgaos (WOUTERS et al., 2002) (Figura 4).

LrOC
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Figura 4 — Fisiopatologia das manifestacdes sist€micas e locais da DPOC

VEF1: volume expiratorio forcado no primeiro segundo; AVDs: atividades de vida diaria; 1L-6:
interleucina 6; IL-8: interleucina 8 IL-1B: interleucina 1B; TNF-o.: fator de necrose tumoral a.
Fonte: Dourado et al., (2006)
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O estresse oxidativo representa a chave para o mecanismo patologico da
DPOC (REPINE et al.,, 1997). Alguns estudos tém demonstrado uma diminui¢do da
capacidade antioxidante do plasma, enquanto outros demonstram o inverso (MAK, 2008).
Também pode-se observar produtos de peroxidagdo lipidica no ar exalado de pacientes com
DPOC (TSUKAGOSHI et al., 2000; MONTUSCHI et al., 2000).

Em pacientes com este tipo de acometimento, mediadores da inflamagao
podem ser detectados no soro, que se encontram aumentados durante a exacerbacdo da
doenga. Portanto, além das alteragcdes que ocorrem nos pulmdes, varios Orgados e estruturas
sofrem o impacto dessas alteracdes, como o diafragma, o corpo carotideo, e coragdo
(MONTEIRO, 2004). Niveis circulantes elevados do TNFa, interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8), proteina C reativa (uma proteina de fase aguda induzida sistemicamente
por IL-6), tém sido descritos (GAN et al., 2004).

Em seu estudo, Joppa e colaboradores (2007) demonstraram que ha um
desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes na DPOC, comprovada pelo
aumento de malonaldeido (MDA) no soro e diminui¢ao da atividade da glutationa peroxidase
(GPx) nos eritrocitos. Ja Pinho e colaboradores (2007) mostraram que hd um aumento do
estresse oxidativo sisttmico na DPOC com diminui¢do da capacidade antioxidante total
(TRAP) e aumento dos niveis de MDA. Nadeem e colaboadores (2005) mostraram
diminui¢ado da atividade da GPx, SOD e catalase nos eritrocitos e aumento de MDA e proteina
carbonilica no plasma na DPOC. Calikoglu e colaboradores (2002) demonstraram um
aumento de MDA no soro e diminui¢do da GSH nos eritrocitos na DPOC.

A integridade das hemadcias reflete o grau das alteragdes sistémicas
ocorridas em um organismo. A peroxidacdo da membrana das hemécias causa a perda da
habilidade da hemacia de alterar sua forma (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). As
membranas destas células apresentam altas concentragdes de acidos graxos poliinsaturados,
O,, ions ferrosos no estado ligante e canais i6nicos. O O, pode atravessar facilmente as
membranas, tornando a hemacia susceptivel a oxidagdo e, consequentemente, a acdo de
radicais livres, podendo levar ao estresse oxidativo. Assim, o estresse oxidativo sistémico
pode levar a lesdes nas membranas das hemacias (ZOU et al., 2001).

A energia celular da hemécia provém da via glicolitica anaerdbica e de trés
vias auxiliares que servem para manter a fun¢do da hemoglobina de transportar o O,. Todos
estes processos sao essenciais, uma vez que a hemacia deve transportar oxigénio e manter as
caracteristicas fisicas necessérias para a sua sobrevivéncia na circulagdo. Aproximadamente

90 % da adenosina trifosfato (ATP) necessaria para as hemacias sdo gerados na glicolise, a
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principal via metabdlica do eritrocito e 10% do ATP da hemacia sdo oriundos da via pentose-
fosfato (MURRAY, 1994; LEHNINGER, 1995; STRYER, 1998).

A via da meta-hemoglobina-redutase constitui outro importante componente
do metabolismo do eritrocito. Dois sistemas de meta-hemoglobina-redutase sdo importantes
na manuten¢do da hemoglobina em um estado funcional reduzido. Esta via é necessaria para
manter o ferro do radical heme da hemoglobina no estado funcional ferroso (Fe’"). Na
auséncia da agdo enzimatica, ocorre o surgimento da meta-hemoglobina, que resulta da
oxidagdo do fon ferroso em férrico (Fe’). A meta-hemoglobina representa uma forma nio-
funcional de hemoglobina e uma perda da capacidade de transporte de oxigénio, visto que a
porcao meta-hemoglobina nao pode ser combinada ao oxigénio. Em individuos saudaveis, nao
ha mais que 1% de meta-hemoglobina nas hemadcias. Isso garante a fungdo e a sobrevida das
hemacias (MURRAY, 1994; STRYER, 1998).

A principal funcdo da hemoglobina ¢ o transporte gasoso, liberacdo e
distribuicao de oxigénio para os tecidos e facilidade de excregao de gés carbonico. A perda da
viabilidade das hemacias esta associada com varias alteracdes bioquimicas, que incluem o
aumento do pH, aumento do teor de 4dcido latico, diminui¢do no consumo de glicose, redugao
nos niveis de ATP e uma perda da fungdo da hemécia. Esta perda funcional, decorrente da
lipoperoxidagdo da hemacia, via estresse oxidativo, pode levar a diminui¢do do aporte de
oxigénio tecidual e contribuir para as alteracdes sistémicas (MURRAY, 1994; STRYER,
1998; FILHO, 2006).

Entre os efeitos extrapulmonares da DPOC encontram-se as anormalidades
nutricionais com perda de peso, disfungdes musculares com perda de massa, e, efeitos

cardiovasculares, nervosos e da gordura marrom (AGUSTi et al., 2003; AGUST] et al., 2005).

1.3 DPOC E PERDA DE MASSA MUSCULAR

A perda de massa muscular ¢ observada em muitos pacientes com DPOC e
pode estar associada a diversos mecanismos (Figura 5). Esta perda afeta a capacidade fisica
pela redu¢do do desempenho no exercicio e aumento dos sintomas, como dispnéia e fadiga,

levando a perda progressiva de massa muscular e caquexia (ENGELEN et al., 2000).
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Figura 5 — Mecanismos da perda de peso em pacientes com DPOC
Fonte: Dourado et al., (2006)

A caquexia ¢ uma sindrome associada a perda de massa celular, reduzida
ingestdo de alimento, diminui¢do de atividade fisica e acelerada degradacdo de proteinas
(LANGSTEIN; NORTON, 1991; WALSMITH; ROUBENOFF, 2002). Pode ser decorrente
de cancer, faléncia cardiaca congestiva, DPOC, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), diabetes, entre outras doencas (DELANO; MOLDAWER, 2006). Conforme Argilés
(2005) a caquexia caracteriza-se pela perda de 10% da massa corporal dentro de 6 meses ou
5% em 1 més.

Podem ser identificadas trés fases da caquexia: caquexia leve, moderada e
grave. A caquexia grave ¢ facilmente caracterizada por perda de peso irreversivel, perda
muscular, anorexia, saciedade precoce, funcgdes fisicas reduzidas, fadiga, anemia e edema.
Apesar da inespecificidade dos sintomas nos primeiros estdgios da caquexia, ela deve ser
diferenciada da perda de peso que ocorre devido a pouca ingestdo calorica. Assim, a perda de
peso serve como marcador do processo caquético. Entretanto, a verificacdo de anormalidades
na perda de energia em repouso, que constitui uma parte especifica da demanda energética do
organismo, tem sido sugerida como possivel marcador precoce, uma vez que inicia antes da
perda de peso. Desta forma, faz-se necessario o aprimoramento e uso de marcadores precoces
desta sindrome para que a intervencao terap€utica seja iniciada antes da detec¢c@o da perda de

peso (SKIPWORTH et al., 2006).
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Os radicais livres tornam-se agentes agressores as macromoléculas
necessarias para as fungdes vitais. As alteracoes morfologicas celulares surgem pela
modificagdo na estrutura das membranas, no citoesqueleto e outros componentes. Os agentes
lesivos podem atuar diretamente na célula alvo, via estresse oxidativo, ou reduzir o fluxo
sanguineo com conseqiiente diminui¢do do fornecimento de oxigénio para as células e
producdo de energia ou inibir enzimas da cadeia respiratoria, diminuindo a produ¢ao de ATP.
Em ambas as situacoes ha interferéncia nas bombas eletroliticas e sintese celulares, levando a
alteragoes estruturais (FAUSTO et al., 2005; FILHO, 2006; RUBIN, 2006).

As citocinas pro-inflamatérias e o aumento das EROS podem causar uma
modificagao estrutural de proteinas, com catabolizacdo e inativacdo protéica. O estresse
oxidativo moderado pode aumentar a degradacdo de proteinas no musculo esquelético,
causando aumento na expressdo da maioria dos componentes da via ubiquitina-proteossoma
(ENGELEN et al., 2000; RABINOVICH et al., 2001; GOMES-MARCONDES; TISDALE,
2002). Os produtos formados no processo inflamatorio como TNF-a, IL-1 ¢ H,O, ativam
NFxB pela degradagdo do inibidor IkB, estimulando o processamento proteolitico
proteassomal (SEM et al., 2000).

Com a progressao da doenga ha reducdo da atividade contratil do musculo
que influencia o trofismo e o balango entre sintese e degradacdo musculares. Como
conseqiiéncia do desuso e da imobilizacdo prolongados, ha predominio de perda de fibras de
contracdo lenta. Além da redistribui¢do de fibras musculares, ha evidéncias de que o didmetro
das fibras de contragdo lenta e de contragdo rapida esta significativamente reduzido
(WHITTOM et al., 1998; JAGOE et al., 2003).

Estudos realizados em bidpsias do musculo vasto lateral mostraram reducao
significativa de enzimas oxidativas e manutenc¢do, ou aumento de enzimas glicoliticas. Na
DPOC também ha reducao do metabolismo de fosfocreatina muscular, um dos principais
fatores envolvidos no metabolismo anaerdbio alactico (MALTALIS et al., 1996; MALTAIS et
al., 2000; POWERS et al., 2000; ALLAIRE et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a correlacdo do estresse oxidativo sistémico com a perda de massa
muscular, em ratos com enfisema pulmonar induzido experimentalmente, apos 20 dias da

instilagdo intratraqueal de papaina.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar os sistemas antioxidantes no sangue dos animais controle e com
enfisema pulmonar na DPOC;

- Avaliar a lesdo oxidativa de eritrdcitos através de metodologia sensivel e
especifica na DPOC;

- Avaliar a possivel relagdo entre o estresse oxidativo sist€émico e a perda de

massa muscular no modelo de DPOC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos (240-300g) fornecidos pelo biotério
central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno com dimensdes de 16x34x40 cm sob o ciclo de luz de 12 horas e temperatura
de 22°C +1 no biotério do Departamento de Ciéncias Patoldgicas da mesma instituigdo.
Foram alimentados ad libitum com agua e alimento completo para ratos (Nuvilab CR1,
Nuvital ®, Colombo-PR, Brasil) até o sacrificio. Todos os animais foram cuidadosamente
mantidos de acordo com as recomendacdes éticas de experimentagdo animal. Este projeto
encontra-se aprovado pelo comité de ética e registrado sob o numero 05865, processo de

namero 34261/2008 na Universidade Estadual de Londrina.

3.2 REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes com as respectivas procedéncias:
Eter etilico (FMaia); Heparin® (heparina sodica 5000 Ul/ml, Cristalia); Cloreto de sodio
(Reagen Quimibras); Fosfato de potidssio monobasico (Reagen Quimibras); tert-butil
hidroperoxido (Acros); Peroxido de Hidrogénio (FMaia); Soro Albumina Bovina (SAB,
Merck); solugdo cuprica (Merck); Reativo de Folin-Ciocalteau (Laborclin); TRIS (Biotec);
Pirogalol (Sigma); Glicina (Sigma); 2,2-azo-bis (Sigma) ; Luminol (Sigma); Troléx (Sigma);
EDTA (GIBCOBRL); TCA (Acros); DTNB (Sigma); metanol (Merk); Glutationa (Sigma);
Dinitrofenilhidrazina (DNPH, Sigma); Acido cloridrico (Nuclear), Etanol (Nuclear);

Guanidina (Sigma).
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3.3 INDUCAO EXPERIMENTAL DA DPOC

Foi empregado um modelo de indugdo do enfisema pulmonar por instilacao
intratraqueal de papaina numa concentracdo de 20 mg/ml, em uma administracdo de 100 pl
(CANTOR et al, 2000; NIU et al., 2002). Os animais foram anestesiados com Xilasina
(ImlI/Kg) e Ketamina (0,6 ml/Kg). A administragdo de solucdo fisiologica 0,9% ou papaina
foi realizada pela incisdo cirirgica na traquéia, com agulha 13x4,5 acoplada a seringa plastica
esterilizada por 6xido de etileno.

Os ratos foram distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos experimentais:
Grupo enfisema (GE) — 9 animais submetidos a instilagdo intratraqueal de solugdo fisioldgica
contendo papaina; Grupo controle (GC) — 10 animais submetidos a instilagdo intratraqueal de
solugdo fisiologica isotonica. Os animais foram submetidos a controle semanal de peso. A
coleta de sangue e sacrificio foi realizada no 20° dia. Os animais experimentais e controles
foram anestesiados utilizando-se éter etilico e sacrificados por decapitagdo, sendo retirado o
lobo médio do pulmao direito para analise histologica e o0 musculo gastrocnémio para andlise
histologica e pesagem.

A perda de massa corpérea (PMC) no 20° dia foi utilizada como parametro

para a avaliagdo do desenvolvimento de caquexia e foi calculada através da seguinte equacao:

PMC (%) = 100 x [MC;— MC; + GMC]
[MC;+ GMC]

Onde:

GMC: média do ganho de massa do grupo controle no 20° dia apos a indugdo do

enfisema,;
MCy: massa corporea final do grupo enfisema;

MC;: massa corporea inicial do grupo enfisema;
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3.4 ANALISE HISTOLOGICA E DETERMINACAO DO ENFISEMA PULMONAR

Ap6s a retirada dos pulmdes e musculo estriado esquelético, o lobo médio
do pulmao direito e o gastrocnémio direito foram submetidos a fixagdo imediata em formol
10%, por 24 horas. Apds esse periodo, foram deixados, por uma hora, em etanol a 70%,
progressivamente em concentragdes mais altas até etanol absoluto e, realizada diafanizagdo.
Em seguida, as pe¢as foram incluidas em parafina, foram realizados cortes com espessura de
Sum e, posteriormente, feita a coloragdo com hematoxilina e eosina.

As fotomicrografias do parnéquima pulmonar foram utilizadas para a
analise qualitativa do enfisema pulmonar e do musculo gastrocnémio.

O enfisema pulmonar foi determinado pelo numero de vezes que estruturas
do parénquima de troca gasosa interceptou um conjunto de retas coerentes. Assim, no
enfisema pulmonar, a destruicao alveolar ¢ indicada pelo menor nimero de interceptos das
estruturas alveolares com o sistema de retas.

Foram escolhidos aleatoriamente cinco campos microscOpicos nao
coincidentes, com aumento de 100 vezes com o objetivo de analisar qualitativamente os
aspectos histopatologicos do parénquima pulmonar submetido a acdo da papaina ou solugdo

fisiologica (FUSCO et al., 2002).

3.5 OBTENCAO E PREPARO DO SANGUE

A coleta de sangue foi realizada por puncdo cardiaca com seringa de
pléstico de 5Sml e agulha de 25mm x 8mm com retirada de aproximadamente 3 ml de sangue.
O sangue coletado foi colocado em tubo de ensaio de vidro heparinizdo e centrifugado sobre
refrigeracdo a 4°C e 1.500 rpm, durante 10min. Em seguida, foi retirado 500 pL do
sobrenadante, plasma, ¢ introduzido em tubo de ensaio do tipo Eppendorf, e armazenado a -
86°C.

A lavagem das hemécias foi realizada acrescentando 1 ml de NaCl 0,9%
para posterior centrifugacdo seguindo os mesmos pardmetros citados anteriormente, sendo

este procedimento realizado trés vezes.
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3.6 AVALIACAO DA LIPOPEROXIDACAO

A lesdo lipoperoxidativa foi avaliada na papa de hemécias dos animais
experimentais e controles através da rea¢do de quimiluminescéncia (QL) iniciada pelo t-butil
hidroperéxido em presenca de hidroperdxidos lipidicos, conforme descrito por Gonzalez-
Flecha e colaboradores (1991). O t-butil hidroperdxido provoca a iniciacdo da reagdo com
peréxidos pré-exitentes, os quais reagem em cadeia doando elétrons para outro radical
peroxil, emitindo luz, lida por quimiluminescéncia.

A papa de hemacias (30 pl) foi diluida em 3 ml de KH,PO4 e, 1 ml desta
dilui¢do, em 12,3 ml do mesmo tampao. Para o ensaio foi utilizado 1 ml desta amostra, a qual
foi incubada a 37°C por 5 min e adicionado 10 pl de t-butil hidroperoxido (t-BOOH) 6 mM
para posterior analise.

O espectro de quimiluminescéncia foi monitorado durante 60 minutos pelo
luminémetro modelo TD 20/20 (Turner Designs, EUA), com capacidade de detec¢do em
comprimentos de onda de 300 a 650 nm e 68,5% de sensibilidade a 30°C. O luminémetro foi
conectado a um microcomputador através do programa Spreadsheet Interface v1.0, dessa
forma, foi realizado o registro da quimiluminescéncia emitida.

Na avaliacdo da lipoperoxidacdo, os resultados das amostras foram
corrigidos por mg de proteina através da multiplicacdo dos valores da curva de emissdo pelo

seu respectivo fator e os valores foram expressos em URL/mg de proteina.

3.7 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP) DO PLASMA

A técnica do TRAP (REPETTO et al., 1996), a qual mede os niveis de
antioxidantes totais de um tecido, principalmente antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis
de baixa massa molecular, foi utilizada para detectar a capacidade antioxidante do plasma.
Neste método, o 2,2- azo-bis (2-amidinopropano diidroclorido-ABAP), um sistema gerador
de radical alcooxil por decomposicdo térmica, produz fotons que sdo amplificados pelo
luminol e aferidos por luminescéncia em lumindémetro TD 20/20 em ambiente de baixa
luminosidade. Para as andlises, as amostras de plasma foram diluidas em tampao glicina a

37°C (1:3) e lidas por um tempo de 45 minutos.
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A oxidagdo do ABAP gera uma curva de emissdo que, com a adicdo do
trolox, um antioxidante andlogo da vitamina E, na reagao, inibe a oxidagao do ABAP por um
determinado tempo. O tempo em que o trol6x consegue reter a emissao causada pela oxidagao
do ABAP ¢ denominado “tempo de indu¢do do Trolox” (Titrolex). Da mesma forma, a adi¢ao
do plasma no meio de reacdo pode reter a oxidacdo do ABAP, proporcionalmente a
quantidade de antioxidantes de cada amostra. O tempo em que a amostra consegue reter a
emissdo causada pela oxidagdo do ABAP ¢ denominado “tempo de inducdo da amostra”
(Tiamostra)- A comparagdo entre Tiamostra € TiTrolox ap0Os a adicdo de concentragdes conhecidas de
Troldx e plasma permite obter valores de TRAP em relagdo a concentragdo de uM de Trolox

(Figura 6).
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Figura 6 — Emissdo de fotons na TRAP pelo tempo de reagdo em minutos.

Para obteng¢ao do resultado foi usada a seguinte equacao:
TR_AP (“M TrOlOX) = Tiamostra / TiTrolox
Onde: Tiamostra: tempo de indugdo da amostra;

TiTrolox: tempo de indugdo provocado pela adi¢do de uM de Trolox
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3.8 DETERMINACAO DAS PROTEINAS CARBONILADAS

O ensaio carbonilico ¢ utilizado para detectar o dano oxidativo das
proteinas, pois os produtos contendo grupamentos carbonilicos sdo formados durante a
oxidagdo de aminodcidos por espécies reativas e sao identificados como derivados de
hidrazonas a partir da reagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (HALLIWEL; GUTTERIDGE,
2007). As lavagens consecutivas do plasma com acido tricloroacético precipitam o conteudo
total de proteinas, e a incubacdo com 2,4-dinitrophenilhidrazina forma hidrazonas
proporcionalmente ao contetido de proteinas carboniladas. A determinagao da quantidade de
proteinas carboniladas se da pela leitura em espectrofotdmetro, a 355-390nm, em comparacao

com a concentracao total de proteinas (LEVINE et al., 1994).

3.9 QUANTIFICAGAO DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

A determinacao da concentracdo de GSH nos eritrocitos foi realizada de
acordo com o método proposto por Sedlak e Lindsay (1968). Este tripeptideo existe sob duas
formas, a reduzida e a oxidada, mas, in vivo, ¢ mantida, predominantemente, na forma
reduzida pela acdo da enzima glutationa redutase (Figura 3). Como a maior parte da GSH
compreende os grupos sulfidrilas, ndo protéicos, a quantificagdo de tidis soliveis em acido
pode ser empregada na quantificacdo dos niveis de GSH.

As amostras de papa de heméacia foram diluidas em agua destilada (1:10) e
lidas em uma absorbancia de 412 nm por espectrofotometria. Os resultados das amostras
foram comparados com os valores de absorbancia do padrao, expressos em pmol/mg de

proteina.

3.10 QUANTIFICAGCAO DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A quantificacdo da interferéncia do estresse oxidativo, provocado pela

presenca do enfisema, na determinacao da SOD intracelular foi determinada pela técnica de
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Marklund e Marklund (1974). Esta enzima catalisa a dismutacao de O,” em H,O; na presenca
do proton hidrogénio (H). Nesta técnica, volumes crescentes da amostra inibem a auto-
oxidagdo do pirogalol em solu¢do aquosa. Os resultados foram obtidos através da relagao
entre os valores detectados na amostra, composta por papa de hemacia diluida em agua
destilada (1:20) e no controle do pirogalol. Foram utilizados volumes de 5, 10 e 20 pl, lidos
em 420 nm por espectrofotometria. A quantidade de SOD capaz de produzir 50% de inibi¢ao
da oxidag¢do do pirogalol foi definida como uma unidade de atividade enzimatica (U). O

resultado final foi expresso por U SOD/mg de proteina.

3.11 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada conforme método descrito por Cohen e
colaboradores (1970) e Aebi (1984). A CAT ¢ uma enzima que faz a dismutacdo do H,O,,
formado ao final da cadeia de transporte de elétrons, em H,O e O, A medida da atividade da
CAT ocorre através da velocidade com que o H,O, é reduzido pela acdo da enzima,
provocando diminui¢ao no valor da absorbancia em 240 nm. A diferenga na leitura das
absorbancias a 240 nm, em determinado intervalo de tempo, permite estabelecer a velocidade
de reduc¢dao do H,O,, que é proporcional a velocidade da reagdo enzimadtica catalisada pela
CAT.

Foram utilizados volumes de 15 pl, em triplicata, com a amostra de papa de
hemacia diluida em agua destilada (1:20). Os resultados foram expressos em abs/min/mg de

proteina.

3.12 DOSAGEM DE PROTEINAS

A quantidade de proteinas totais foi determinada, utilizando soro albumina
bovina como padrdo, conforme descrito por Lowry e colaboradores (1951) e modificado por
Miller (1959). Este método de dosagem de proteina consiste de um meio alcalino tratado com
solugoes diluidas de ions cupricos antes da adi¢cao do reagente Folin. Os compostos formados

sdo lidos em espectrofotdmetro a uma absorbancia de 660 nm.
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Foram utilizadas amostras de papa de hemadcia diluidas em agua destilada

(1:3500). Os resultados foram expressos em mg de proteina /ml.

3.13 QUANTIFICAGAO DA PO, E Pco,

A quantificagdo da pressdo parcial de oxigénio (PO;) e de gas carbonico
(PCO,) foi realizada através da gasometria venosa. A gasometria consiste na leitura das
pressoes parciais de O, e CO, em uma amostra de sangue. A leitura ¢ obtida pela comparacao

desses pardmetros na amostra com os padrdes internos do gasdometro (MYERS, 2002).

3.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a média + erro padrao, analisados com o
programa Origin 8.0 e utilizando-se o teste para amostras ndo pareadas (teste t de Student)
para a analise estatistica da quantificacio do enfisema pulmonar, relacio da massa do
gastrocnémio com a massa total, lipoperoxidagdo de membranas, capacidade antioxidante
total, proteina carbonilica, SOD, CAT, GSH, PO, e PCO,. Os valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE INTERCEPTOS CRUZADOS

A figura 7 representa o niimero de vezes que estruturas do parénquima de
troca gasosa intercepta um conjunto de retas coerentes. No GE o niimero de interceptos das
estruturas alveolares com o sistema de retas ¢ significantemente menor que no GC, 48,37 £

2,7 e 54,49 £ 1,16, respectivamente, indicando destrui¢do alveolar.

60
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Figura 7 — Quantificacdo do ntimero de interceptos cruzados.

O enfisema pulmonar foi quantificado pelo numero de interceptos cruzados 20 dias apos a
instilacdo intratraqueal de salina (GC) e papaina (GE). Estes resultados representam média +
erro padrdo. Os valores de p foram determinados pelo test t para amostras independentes. * p<
0,05 em relagdo ao respectivo controle.

4.2 ANALISE HISTOLOGICA DO ENFISEMA PULMONAR

A figura 8 ilustra as alteragcdes do parénquima pulmonar ocasionadas pela

instilacdo intratraqueal de papaina quando comparada a instilacdo de solucdo fisioldgica. Na
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analise histologica dos animais do GC pdde-se observar preservacdo da estrutura de vasos,
bronquios, bronquiolos e septos alveolares com manutencdo do tamanho da luz e paredes
alveolares. As analises dos animais do GE mostraram aumento dos espagos alveolares, com

paredes alveolares delgadas e destruicao de septos alveolares e capilares.

Figura 8 — Analise histologica do enfisema pulmonar

Fotomicrografia do parénquima pulmonar do grupo controle (A) e grupo enfisema (B) ap6s 20
dias de instilagdo intratraqueal.

4.3 DETERMINACAO DA PERDA DE MASSA MUSCULAR

O valor da média de PMC do GE no 20° dia de indu¢ao em rela¢ao ao

ganho de massa corporal do GC foi de 6,28+0,91 %, correspondendo a caquexia.

4.4 DETERMINACAO DA MASSA DO GASTROCNEMIO EM RELACAO A MASSA CORPORAL TOTAL

A figura 9 representa as médias dos valores obtidos pela relagdo entre a
massa do gastrocnémio e a massa total do GC ou GE. Analisando o grafico, observa-se que
houve diminuicdo significante entre os grupos na relacdo entre as massas avaliadas, sendo a

média do GC 0,0038 + 0,0002, e, 0,0030 £ 0,0002 do grupo GE.
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Figura 9 — Relagio entre a massa muscular e a massa corpérea

A diferenca da massa muscular do gastrocnémio foi quantificada pela relagao entre a
massa muscular e a massa corpérea 20 dias apos a instilagdo intratraqueal de salina
(GC) e papaina (GE). Estes resultados representam média + erro padrdo. Os valores
de p foram determinados pelo test t para amostras independentes. * p< 0,05 em
relagdo ao respectivo controle.

4.5 ANALISE HISTOLOGICA DO GASTROCNEMIO

A figura 10 ilustra as alteragdes no musculo gastrocnémio ocasionadas pela
instilacdo intratraqueal de papaina quando comparada a instilacdo de solugado fisiologica. As
analises microscopicas dos cortes histologicos do tecido muscular do GE mostraram discreta

desorganizac¢ao e diminui¢do do didmetro das fibras quando comparadas ao GC.
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Figura 10 — Analise histologica do gastrocnémio

Fotomicrografia do gastrocnémio do grupo controle (A) e grupo enfisema (B) apds 20 dias de
instilagdo intratraqueal.

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS DE HEMACIAS

As concentracdes de lipoperoxidos das hemacias foram determinadas pelo
método de QL induzida por tert-butil. A figura 11 ilustra a quimiluminescéncia emitida no
20° dia ap6s a instilagdo intratraqueal de solucdo fisiologica ou papaina. A média dos valores
obtidos pelo GC e GE no 20° dia foi de 6885 £ 1049 e 14466 + 877, respectivamente.
Observa-se um aumento significante da média da area do GE em relagdo ao GC, indicando

aumento nos niveis de lipoperoxidos de membrana nos animais com enfisema pulmonar.
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Figura 11 — QL de hemacias mostrando a média da area da concentragdo de lipoperdxidos.

Os niveis de lipoperoxidos foram determinados por QL induzida por tert-butil 20 dias apos a
instilagdo intratraqueal de salina (GC) ou papaina (GE). Estes resultados representam média
+ erro padrdo. Os valores de p foram determinados pelo test t para amostras independentes.
*#%* p< 0,001 em relagdo ao respectivo controle.

4.7 CURVAS REPRESENTATIVAS DA QUIMILUMINESCENCIA INDUZIDA POR TERT-BUTIL

A figura 12 mostra as curvas de QL para determinagdo do estresse oxIdativo
de hemécias representadas por um animal com enfisema pulmonar e um com instilacdo
intratraqueal de solucdo salina. O valor de Vo representa a velocidade de subida da fase

ascendente da reagdo obtida por regressdo linear.
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Figura 12 — Curvas representativas do estresse oxidativo nas hemacias.

Os niveis de lipoperoxidos foram determinados por QL induzida por tert-butil 20 dias
apos a instilagdo intratraqueal de salina (GC) ou papaina (GE). O valor de Vo representa
a velocidade de subida da fase ascendente da reacéo obtida por regresséao linear

4.8 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DO PLASMA

A capacidade antioxidante total do plasma (TRAP), representada pela
presenca de antioxidantes soluveis de baixo peso molecular 20 dias apds a intilagdo
intratraqueal de salina ou papaina esta ilustrada na figura 13. A média dos valores obtidos no
GC e GE foram 74 + 6,5 ¢ 65 £ 6,4, respectivamente. Nao foram observadas diferencas

significantes na capacidade antioxidante total do plasma do GE em relacdo ao GC.
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Figura 13 — Capacidade antioxidante total do plasma (TRAP)

A presenca de antioxidantes soltiveis de baixo peso molecular foi determinada pela
capacidade antioxidante total (TRAP) 20 dias apos a instilagdo intratraqueal de salina
(GC) ou papaina (GE).Estes resultados representam média + erro padrdo. Os valores de
p foram determinados pelo test t para amostras independentes. * p< 0,05 em relagdo ao

respectivo controle.

4.9 DETERMINACAO DAS PROTEINAS CARBONILIDAS NO PLASMA

A figura 14 representa a concentracdo de proteinas carboniladas no plasma
dos animais do GC e GE. A média dos valores obtidas no GC e GE no 20° dia foram 0,024 +
0,0001 e 0,034 £ 0,0002. As concentracdes de proteinas carboniladas apresentaram-se

aumentadas significantemente no GE.
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Figura 14 — Concentracdo de proteinas carboniladas no plasma

Concentragdo de proteinas carboniladas no plasma 20 dias apds a instilagdo
intratraqueal de salina (GC) ou papaina (GE). Estes resultados representam média
+ erro padrdo. Os valores de p foram determinados pelo test t para amostras
independentes. *** p< 0,001 em relagdo ao respectivo controle.

4.10 DETERMINACAO DA SOD, CAT, GSH

A figura 15 ilustra a quantificagdo da concentracdo de SOD e GSH e
atividade da catalase do GC e GE no 20° dia ap6s a indugdo dos grupos experimentais. As
médias dos valores de SOD, GSH e catalase obtidos no grupo controle e enfisema,
respectivamente, foram 4,72 + 0,68 e 11,26 + 2,23; 0,31 £ 0,02 ¢ 0,28 + 0,05; 0,45 + 0,02 ¢
1,06 £ 0,11. Foi observado aumento significante da concentragdo de SOD e atividade da

catalase do grupo enfisema em relagdo ao controle, sem diferenga significante nos niveis de

GSH.
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Figura 15 — Concentragdo de SOD e GSH e atividade da catalase no hemolisado de hemaécias.

Determinacao da concentracdo de SOD e GSH e atividade da CAT 20 dias apds a instilagdo
intratraqueal de salina ou papaina. (A) Quantificacdo da SOD. (B) Atividade da catalase. (C)
Concentragdo de GSH. Estes resultados representam média + erro padrdo. Os valores de p
foram determinados pelo test t para amostras independentes. *p< 0,05 e **p<0,01 em relacao
ao respectivo controle.

4.11 QUANTIFICACAO DA PO, E PCo,

A figura 16 representa os valores de PO, e PCO; no GC e GE apos 20 dias
da instilacdo de salina ou papaina. A média da PO, do GC e GE foram 40,26 + 5,83 ¢ 34,36 +
7,82, respectivamente e, da PCO,, 57,26 + 3,03 e 57,08 £+ 3,90, respectivamente. Podemos

observar que ndo houve diferenga significativa entre as médias do GC e GE.
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Figura 16 — Pressoes de O2 e CO2 no sangue venoso.

Determinagao das pressdes parcias de O, e CO, 20 dias apds a instilagdo
intratraqueal de salina (GC) ou papaina (GE). (PO,) Colunas referentes a PO,
do GC e GE. (PCO,) Colunas referentes a PCO, do GC e GE.. Estes
resultados representam média £ erro padrdo. Os valores de p foram
determinados pelo test t para amostras independentes. *p< 0,05 em relacdo ao
respectivo controle.

40
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5 DISCUSSAO

O enfisema pulmonar ¢ uma doenga caracterizada por alteracdes pulmonares
(AGUSTI et al., 2003), incluindo estresse oxidativo (WHITE et al., 1985; HEFFNER et al.,
1989) e efeitos sistémicos com perda de peso, anormalidades nutricionais e disfun¢do
musculo-esquelética (SCHOLS et al., 1998).

O enfisema experimental em ratos, com instilagdo intratraqueal de papaina,
resulta em alteragdes morfo-histoldgicas e fisioldgicas dos pulmoes equivalentes as alteragdes
encontradas no enfisema em seres humanos (GROSS et al., 1964; HAYES et al., 1975).
Estudos realizados em cdes, com instilacdo ou nebulizacdo de solugdo de papaina,
reproduziram o enfisema pulmonar, com alteragdes da mecénica ventilatoria, também
semelhantes as altera¢des funcionais em humanos (TAKARO; WHITE, 1972; HADDAD et
al.,1979)

Tepper e colaboradores (2000) utilizaram instilagdo intratraqueal de elastase
que causou lesdo enfisematosa progressiva em ratos, estabilizada em nove semanas. Van de
Lest e colaboradores. (1985) mostraram que a indugdo do enfisema por elastase levou a
digestdo de proteoglicanos do tecido pulmonar poucas horas depois da administragdo,
continuando por 40 dias e se correlacionando com a gravidade do enfisema. J4 Jansson e
colaboradores (2006) mostraram um desenvolvimento progressivo do enfisema induzido por
elastase por até quatro semanas. Mattson e colaboradores (2002) reproduziram o enfisema
pan-acinar em hamsters com a instilagdo intratraqueal de elastase e observaram aumento da
complacéncia estatica pulmonar, elevacdo do volume pulmonar e redugdo da superficie de
troca.

Entretanto Snider (1992) e Snider e colaboradoes. (1986) relatam que a
papaina produz uma indugdo eficiente do enfisema pulmonar pan-acinar apos simples
instilagdo assim como outras proteinases como a elastase neutrofilica humana e a elastase
pancredtica suina. Este efeito esta relacionado a atividade elastolitica da papaina que leva a
um quadro grave de enfisema pulmonar (GRONEBERG; CHUNG, 1994).

No modelo de instilagdao intratraqueal de papaina, proposto neste estudo,
observamos a instalacdo do enfisema pulmonar pan-acinar com uma Unica provocagdo de
papaina, num periodo de 20 dias.

Dentre os mecanismos pulmonares responsaveis pela DPOC estd o

desequilibrio entre as concentragdes de oxidantes e antioxidantes que desempenham um papel
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importante na patogénese da doenga, sendo que ocorre um aumento da carga oxidativa nos
pulmdes, relacionada diretamente com a lesao das células pulmonares (MACNEE, 2005).

O aumento do H,O; no ar exalado por individuos fumantes, originado pela
produ¢do aumentada de O, pelos macréfagos alveolares (NOWAK et al., 1999; MACNEE et
al., 1999) e o aumento da exalacdo de NO, o qual pode ser considerado um marcador de
inflamacdo pulmonar e, indiretamente, de estresse oxidativo (ALVING et al.,, 1993;
CORRADI et al., 2001;) tem sido relatados.

Além do estresse oxidativo pulmonar, existem evidéncias da presenca de
radicais livres na circulagio (RAHMAN et al., 1997), contribuindo para o desenvolvimento e
progressao da DPOC e suas manifestagdes sistémicas (BOOTS et al., 2003).

Segundo Boveris et al. (1983), a quimiluminescéncia por t- BOOH ¢ uma
técnica sensivel que pode ser aplicada para determinar a existéncia de estresse oxidativo
associado a situagdes patologicas experimentais. Neste estudo, a lipoperoxidacdo de hemacias
e a carbonilagdo protéica apresentaram-se aumentadas no 20° dia do enfisema pulmonar, visto
que a reatividade das EROs pode causar reagdes de oxidagdo que podem levar a lesdes
irreversiveis aos constituintes celulares. Se estas lesdes ndo forem reparadas poderdo alterar a
funcionalidade de células, tecidos e 6rgaos (PEREIRA, 2003).

As células controlam ativamente a composicao de seus ambientes, externo e
interno, garantindo a homeostase. Sob estresse fisiologico ou estimulos patologicos, as células
passam por adaptacdo visando manter sua viabilidade no novo ambiente (KUMMAR et al.,
2005).

A ocorréncia de estresse oxidativo moderado ¢, freqiientemente,
acompanhado do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a produg¢do de uma
grande quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular (ANDERSON, 1996).

Devido a produ¢do das EROs, as células podem desenvolver um mecanismo
de defesa celular denominado sistema de defesa antioxidante. O termo antioxidante ¢ utilizado
para definir o conjunto enzimatico ou ndo de sistemas que protegem as macromoléculas ou
estruturas celulares contra os efeitos potencialmente danosos de reagdes que promovem a
oxidacdo. Quando o balango oxidativo celular ¢ alterado ha uma resposta inicial e rapida,
resultante da ativacao de um sistema de protegdo pré-existente, bem como a ativacdo de um
mecanismo de transducdo de sinais que levard a ativacdo da resposta secundaria caracterizada
pela sintese de proteinas e moléculas de proteg¢do celular (COSTA; MORADAS-FERREIRA,
2001).
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Os resultados observados neste estudo revelam, no 20° dia, aumento da
concentracdo de SOD e da atividade da catalase, sem alteracdes na GSH e capacidade
antioxidante total. Isto indica a participacdo do mecanismo protetor a lipoperoxidagdo das
hemacias com producdo das enzimas SOD e ativagdo da CAT, pois o0 O, € o primeiro radical
a se formar durante a ativagdo da NADPH oxidase, sendo necessaria a mobilizagdo de SOD
para catalisar a dismutagdo do respectivo anion em H,O, A enzima CAT ¢ considerada o
principal componente da defesa antioxidante primdria, atuando na catalise da decomposicao
de H,O, em 4gua e dividindo esta fungcdo com a GPx. Na presenca de baixos niveis de H,O,,
os peroxidos organicos sdo eliminados preferencialmente pela glutationa peroxidase,
oxidando GSH, enquanto que, em altas concentragdes, predomina a ac¢ao da catalase
(CHUNG-MAN et al., 2001), como observado no 20° dia. Entretanto, estas enzimas nao
foram suficientes para evitar a lipoperoxidagao.

Gan e colaboradores (2004) relatam que os leucdcitos e as concentracdes de
TNF-a e IL-6 encontram-se elevados no sangue na DPOC. Isto também explicaria os niveis
aumentados de SOD aos 20 dias, pois os leucocitos aumentam a oferta de O, e,
consequentemente, H,O, (NADEEM et al. 2005). Joppa e colaboradores (2007) ndo
encontraram diferencga significativa na SOD e CAT, mas diminuicdo da glutationa peroxidase
entre individuos DPOC em estagio mais avangado da doenca.

Segundo Silva (2009), o sistema antioxidante enzimatico eritrocitario tem
papel importante na manuten¢do do equilibrio oxidativo celular. De maneira geral, em
resposta a constante exposicdo ao estresse oxidativo, o sistema antioxidante reage
inicialmente com um decréscimo das enzimas antioxidantes, seguido por elevacdo das
mesmas devido a mobilizacdo dos estoques em outros 6rgdos e aumento na producao
observado no 20° dia.

As agressOes geram sinais que induzem a respostas teciduais adaptativas
para tornar os tecidos mais resistentes as lesdes posteriores. Estes sinais ndo sdo bem
estabelecidos, mas incluem a expressdo de proteinas de choque térmico (HSP) que aumentam
a resisténcia a desnaturacao de proteinas e estabilidade de membranas (FAUSTO et al., 2005;
FILHO, 2006).

Entretanto, ao analisarmos a relagdo da massa do gastrocnémio com a massa
corporal total e a perda de massa corporal dos animais do GE em relagao ao GC observamos
que, no modelo proposto, o estresse oxidativo sist€émico pode estar relacionado com a

agressao ao tecido muscular.
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Karadag e colaboradores (2004) avaliaram os niveis TNF-o ¢ MDA no soro
e hipoxemia de pacientes com DPOC fumantes e ex-fumantes, relacionados ao indice de
massa corporea e fung¢do pulmonar, e ndo observaram diferengas significativas entre os
grupos. Ja Van Helvoort e colaboradores (2007) correlacionaram a perda de massa muscular,
avaliada pelo indice de massa magra, ao aumento de IL-6 e MDA no soro de pacientes com
DPOC, ex-fumantes, imediatamente apds o exercicio. Estes mesmos autores em 2006
relacionaram a diminuicao de forga muscular a oxida¢ao de proteinas, diminui¢cdo da relagao
GSSG/GSH e aumento de IL-6.

As hemdcias sdo reservatorios de muitos antioxidantes scavengers de EROs
(VAN ASBECH et al.,, 1985; AGAR et al.,, 1986; TOTH et al., 2004). Concentragdes
aumentadas de GSH e SOD nas hemaécias foram encontradas na DPOC como resposta ao
estresse oxidativo. O O, pode atravessar facilmente a membrana das hemacias e a SOD age
como scavenger (LYNCH et al., 1978). O peroxido de hidrogénio produzido deve ser
decomposto por niveis normais de CAT e aumento de GSH (VAN ASBECH et al., 1985).

Richard e colaboradores (1989) mostraram aumento da geragao de oxidantes
por leucdcitos do sangue periférico de individuos com DPOC, detectado por
quimiluminescéncia, sugerindo que as EROs participam das anormalidades da DPOC.

Os antioxidantes, que funcionam como scavengers de EROs presentes na
circulacao ou seqiiestradas dos vasos pulmonares, indicam a habilidade individual de prevenir
as lesoes do estresse oxidativo (SCHOLS et al., 1996; TAKABATAKE et al., 1999). Rahman
e colaboradores (1996) observaram aumento da capacidade antioxidante total do plasma na
DPOC durante periodos de exacerbagdo e estabilidade da doenga, sendo maior nos episodios
de exacerbagdo. Entretanto, neste modelo, o aumento das enzimas SOD e¢ CAT nao foi
suficiente para evitar a lipoperoxidagdo e a carbonilagdo protéica, com conseqiiente lesdo a
estrutura muscular.

O estresse oxidativo contribui para o processo normal do envelhecimento,
caracterizado por perda de massa muscular. Este mesmo mecanismo pode ser sugerido na
DPOC (BROSS et al., 1999; WOODS et al., 2000). Mattson e colaboradores (2002), ao
analisarem o estresse oxidativo dos musculos gastrocnémio e vasto lateral de hamsters,
associaram a lipoperoxida¢do a diminuicdo da capacidade de exercicio e perda de massa
muscular.

Andrade e colaboradores (1998), Supinski e colaboradores (1999) e Heunks
e colaboradores (2000) sugeriram disfuncdo na contratilidade do musculo esquelético,

associado ao estresse oxidativo muscular, demonstrando que a exposic¢ao cronica das fibras ao
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H,0; reduz a geracdo de for¢ga méxima e submaxima. A possivel explicacdo para este
mecanismo pode ser a diminui¢do da liberagio de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico ou
reducdo da sensibilidade do musculo esquelético pela exposi¢do ao H,O, (BROTTO et al.,
1996).

As espécies reativas de oxigénio também tém sido implicadas na disfuncao
enzimatica na via glicolitica, ciclo do acido citrico e sistema de transporte de elétrons,
prejudicando a energética celular (ANDERSSON et al., 1998; CORRETI et al., 2001).

Além da participagdo das citocinas pulmonares, liberadas na circulagdo, e
do estresse oxidativo sistémico, na perda de massa muscular, a reducdo da PO, no sangue
arterial pode levar a hipoxia tecidual e, consequentemente, ao descondicionamento
(DOURADO et al., 2006). A PO, e PCO; no sangue venoso indicam a adequicia do fluxo
sanguineo e estado do consumo de oxigénio (MYERS, 2002). Como no modelo estudado nao
foi observada diferenca significativa entre estes valores, podemos sugerir que 0 mecanismo
responsavel pela perda de massa corporal € o estresse oxidativo.

Gomes-Marcondes e Tisdale (2002) e Mastrocolla e colaboradores (2008)
demonstraram interacdo entre estresse oxidativo moderado e protedlise em outros modelos de
perda de massa muscular, como inatividade, diabetes e cancer experimentais, com o
envolvimento das trés principais vias degradadoras de proteina: o sistema lisossomal, o
sistema calpaina/caspase dependente de calcio, e o sistema ATP-ubiquitina-proteasoma
independente de célcio e sem limite de saturacdo de substrato, ou seja, proteinas que por
serem submetidas a algum tipo de lesdo, tem sua estrutura modificada e se tornam sem
funcdo. Portanto, o estresse oxidativo pode estar envolvido na ativacdo das vias proteoliticas
na DPOC.

Estudos prévios em nosso laboratodrio, utilizando como modelo experimental
hamsters Sirio (dados ndo publicados) indicam que a utilizagdio de vitamina E,
intraperitonealmente, pode reverter a perda de massa corporea e muscular dos animais com
enfisema pulmonar. Assim, sugere-se a participagdo do estresse oxidativo sist€émico na perda

de massa muscular na DPOC experimental.
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6 CONCLUSAO

No modelo experimental de DPOC induzida por instilagdo intratraqueal de
papaina, houve aumento da lipoperoxidagdo das hemacias, evidenciado pela
quimiluminescéncia, sendo acompanhado por aumento dos niveis de SOD e CAT aos 20
dias.

O aumento destas enzimas antioxidantes, ndo foi capaz de proteger as
hemaécias de lesdo e do estresse oxidativo sist€émico, levando a perda de massa muscular, em
ratos Wistar, que ¢ um dos efeitos sistémicos da DPOC na progressao da doenga.

Esses resultados apresentam evidéncias experimentais de estresse oxidativo
sistémico na evolugdo da DPOC e sugere sua participacdo na perda de massa corporal e

muscular.
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