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Resumo

Diferentes efeitos de atorvastatina, pravastatina, rosuvastatina e
sinvastatina no pulmao de camundongos expostos a fumaca de

cigarros

Thiago dos Santos Ferreira
Orientadores: Prof. Dr. Samuel dos Santos Valenca
Prof2 Dr2 Claudia Farias Benjamim

Resumo da dissertacdo de Mestrado apresentada ao programa de Pds-graduagdo e
Farmacologia e Quimica Medicinal, Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas (farmacologia e quimica medicinal).

Estatinas sdo mundialmente utilizadas como drogas que reduzem o colesterol. Contudo,
alguns efeitos pleiotropicos podem prover beneficios contra doencas pulmonares. Aqui, N0S
investigamos o efeito de quatro diferentes estatinas na inflamagédo pulmonar aguda (IPA)
induzida por fumaca de cigarro (FC). Camundongos C57BL/6 foram divididos em grupo
controle (ar ambiente) e camundongos expostos a FC 12 cigarros/dia por 5 dias (grupo FC).
Camundongos expostos a FC foram agrupados e tratados com veiculo (i.p.), atorvastatina
(10 mg/kg/dia; grupo IFC+A), pravastatina (10 mg/kg/dia; grupo IFC+P), rosuvastatina (5
mg/kg/dia; grupo IFC+R) ou sinvastatina (20 mg/kg/dia; grupo IFC+S). Apds o sacrificio foi
realizado lavado broncoalveolar (LBA), e em seguida os pulmfes esquerdos foram
removidos para analises histolégicas e os direitos foram homogeneizados para analises
bioquimicas. O grupo IFC+A demonstrou redugdo na quimiocina derivada de keratinécitos
(KC) (46%), mieloperoxidase (MPO) (62%), superdxido dismutase (SOD) (73 %), e niveis de
hidroperéxidos (FOX) (48 %) e um correspondente aumento na razéo glutationa reduzida/
glutationa oxidada (razdo GSH/GSSG) (173%) e capacidade antioxidante total (DPPH)
(53%) quando comprado ao grupo FC. O grupo IFC+P demonstrou reducdo em KC (45%),
nitrito (80%) e SOD (88%) e um aumento na razdo GSH/ GSSG (197%). O grupo IFC+R
demonstrou reducdo na proteina quimiotatica de mondcito- 1 (MCP-1) (61%), KC (56%),
MPO (48%), nitrito (46%), espécies reativas de oxigénio (ROS), (38%), SOD (44%) e FOX
(43%) e aumento na razdo GSH/GSSG (200%) e DPPH (34%). Finalmente, o grupo IFC+S
demonstrou redugdo em MCP-1 (60%), nitrito (46%), ROS (32%), SOD (63%), catalase
(CAT) (56%) e FOX (45%) e um aumento da razdo GSH/GSSG (333%) e DPPH (40%). Os
dados apresentados sugerem que nesse modelo, rosuvastatina apresentou melhor efeito
anti-inflamatério, enquanto sinvastatina apresentou melhor efeito antioxidante.

Palavras chave: Fumaca de cigarro, inflamacdo pulmonar aguda, estatinas, estresse
oxidativo, camundongos
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Abstract

Statins are widely used to lower cholesterol. However, some pleiotropic effects may provide
benefits for lung diseases. Here, we investigated the effects of four different statins on acute
lung inflammation (ALI) induced by cigarette smoke (CS). C57BL/6 mice were divided into a
control group (sham-smoked) and mice exposed to CS from 12 cigarettes/day for 5 days (CS
group). Mice exposed to CS were grouped and treated with vehicle (i.p.), atorvastatin (10
mg/kg/day; CS+A group), pravastatin (10mg/kg/day; CS+P group), rosuvastatin (5
mg/kg/day; CS+R group) or simvastatin (20 mg/kg/day; CS+S group). At sacrifice,
bronchoalveolar lavage (BAL) was performed, left lungs were removed for histological
analysis and right lungs were homogenized for biochemical analyses. The CS+A group
demonstrated reduced keratinocyte derived protein chemokine (KC) (46%), myeloperoxidase
(MPO) (62%), superoxide dismutase (SOD) (73%) and hydroperoxide (FOX) (48%) levels
with a corresponding increase in the reduced glutathione/oxidized glutathione GSH/GSSG
ratio (173%) and total antioxidant capacity DPPH value (53%) when compared to the CS.
The CS+P group demonstrated reduced KC (45%), nitrite (80%) and SOD (88%) levels and
an increased GSH/GSSG ratio (197%). The CS+R group demonstrated reduced monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1) (61%), KC (56%), MPO (48%), nitrite (46%), reactive oxygen
species ROS (38%), SOD (44%), and FOX (43%) levels and an increased GSH/GSSG ratio
(200%) and DPPH value (34%). Finally, the CS+S group demonstrated reduced MCP-1
(60%), nitrite (46%), ROS (32%), SOD (63%), catalase (CAT) (56%), and FOX (45%) levels
and an increased GSH/GSSG ratio(333%) and DPPH value (40%). These data suggest that
in this model, rosuvastatin demonstrated the best anti-inflammatory effect, whereas
simvastatin demonstrated the best antioxidant response.

Keywords: cigarette smoke, acute lung inflammation, statins, oxidative stress, mice
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1. INTRODUCAO

O cigarro € um dos maiores fatores de risco para morbidade e mortalidade em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (BERGEN; CAPORASO, 1999). A fumaca
produzida pelo cigarro € um potente indutor da inflamac&o pulmonar, uma vez que
possui grande quantidade de oxidantes, os quais se tem sugerido causar dano
oxidativo as substancias biolégicas (DWYER, 2003) ao mesmo tempo que ativam
macrofagos e neutrofilos que aumentam ainda mais a producao de espécies reativas
de oxigénio (ERO). Por outro lado, mecanismos de acdo antioxidante sao
estabelecidos com o fim de evitar o dano oxidativo nas células parenquimatosas e
no tecido pulmonar (VAN DER VAART, 2004).

Os agentes oxidantes presentes na fumaca de cigarro, entre os quais ERO e
espécies reativas de nitrogénio (ERN), induzem o estresse oxidativo por perturbar o
equilibrio existente entre as substancias oxidantes e antioxidantes, podendo entdo
levar ao dano celular no pulmao (RAHMAN, 2006).

O estresse oxidativo € um forte contribuinte na patogénese da inflamacéo
pulmonar aguda (IPA) que pode ter em sua progressdao a doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC). Nesse contexto, a matriz extracelular pulmonar sofre
acdo de ERO/ERN presentes na fumaca ou liberados por células inflamatorias
ativadas (PERLSTEIN; LEE, 2006) bem como a intensa degradacao causada pelas
metaloproteinases. As células do parénquima acionam, por sua vez, Seus
mecanismos de defesa antioxidante enzimaticos com superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e ndo enzimatico com glutationa
reduzida (MOURA, 2012), a fim de impedir alteracdes inflamatdrias e oxidativas aos
componentes do pulméao que contribuirdo em curto prazo para a IPA, a qual podera
levar ao dano irreversivel do parénquima e das vias aéreas que estao relacionados a
DPOC (BALASUBRAMANIAN, 2006).

Até o momento, ndo h4 um farmaco capaz de impedir a instalacdo da IPA
causada por fumaca de cigarro (FC) ou curar a DPOC, apesar de numerosas
tentativas nesse sentido. Dessa forma, os objetivos da atual farmacoterapia na
DPOC limitam-se a reduzir as exacerbacdes, melhorar o estado de saude e
prolongar a sobrevida (JANSSON, 2005). Nesse sentido, é consenso a utilizacao de



N-acetilcisteina (NAC), um composto tidlico capaz de reduzir espécies reativas de
oxigénio, por pacientes com DPOC (RUBIO, 2000).

Na busca de novos farmacos para o tratamento de pacientes com DPOC as
estatinas vém sendo estudadas como uma recente opcédo (LEFER, 2002; YAO,
2008), e nenhum estudo até o momento relata as estatinas como a proposta de
impedir ou reduzir a IPA causada pela FC. As estatinas sdo farmacos
hipolipemiantes, inibidores seletivos e competitivos da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
coenzima-A redutase (HMG-CoA redutase), que € responsavel pela conversdo da
HMG-CoA a mevalonato, um precursor do colesterol. Além dos efeitos relativos a
diminuicdo do colesterol os inibidores da HMG-CoA redutase apresentam efeitos
pleiotropicos incluindo efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes (MCKAY, 2004;
CHARTOUMPEKIS, 2010). Estudos vém demonstrando o potencial das estatinas em
impedir o desenvolvimento da IPA em diferentes condi¢cdes pulmonares como asma,
sepse e lesdo pulmonar induzida por ventilagdo mecéanica o que as credencia como
possivel farmaco antioxidante e anti-inflamatério com potencial para impedir ou

reduzir a IPA induzida por FC.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Tabagismo

O tabaco foi primeiramente cultivado e utilizado pelos povos indigenas das
Ameéricas com fins medicinais, religiosos e sociais, antes da chegada das col6énias
europeias (GATELY, 2002). Os registros mais antigos de atividades com o tabaco
surgiram com a descoberta de artefatos da populagdo Maia (2000 a.c. a 900 d.C.),
mas além dessa sabe-se que também a civilizacdo Asteca utilizava o tabaco
(ROUTH, 2003; MUSK, 2003).

A maior parte de todo tabaco consumido pelo homem é proveniente do cultivo
da espécie Nicotiniana tabacum. Com o surgimento do tabaco enrolado em forma de
cigarro em meados do século XIX e o aumento de sua producdo de maneira
industrial, em 1881(GATELY, 2002) surge um cenario econémico para o tabaco. As
guerras mundiais apresentam-se como outro grande marco para o consumo de
cigarros, visto o uso pelos soldados nas trincheiras (MUSK, 2003), uma das
justificativas para o aumento exagerado do consumo entre o inicio e meado do

século XX.

As tentativas de combate ao tabagismo séo antigas, desde a proibicdo do uso
pela igreja catdlica em 1642 (NARDI, 1996), passando pelo reconhecimento pela
comunidade cientifica em 1988 como causador de dependéncia quimica até os dias
atuais onde estd incluido na classificacao internacional de doencas (CID) com a
sigla F19.2 (ROVER, 2001). Ainda assim, o uso de tabaco é apontado como

segundo maior fator de risco para a mortalidade no mundo (WHO, 2009).

Inimeras doencas sdo causadas pelo habito de fumar, principalmente as
relacionadas ao sistema respiratorio. Dados mostram que aproximadamente 1,1
bilhdo de pessoas no mundo sdo fumantes, levando a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) a considerar esse habito uma epidemia (HURT, 1999).

Outros dados estatisticos relacionados ao consumo de cigarros mostram que
em 2000, doencas cardiovasculares, cancer de pulm&o e doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) foram responsaveis por cerca de 4,8 milhdes de mortes
no mundo. Além disso, as expectativas da OMS para 2030 sdo de 8 milhdes de
mortes por ano, com cerca de 80% ocorrendo em paises em desenvolvimento
(EZZATI, 2004; WHO, 2008).



No Brasil, cerca de 16,7 milhdes de homens e 11,2 milhdes de mulheres sdo
fumantes, que representa um terco da populacéo adulta. Dados do Instituto Nacional
Cancer (INCA) apontam que cerca de 200.000 morrem prematuramente por ano por
causas relacionadas ao fumo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

2.2 Inflamacgé&o pulmonar aguda e a fumaca de cigarro

Os pulmbes sdo Orgdos de extrema importancia para a vida dos seres
humanos, uma vez que sdo responsaveis pela oxigenacdo do sangue e,
consequentemente, de todo o corpo. Sua principal funcdo é a realizar trocas
gasosas, removendo o diéxido de carbono presente no sangue, a medida que leva
oxigénio que sera (til aos tecidos.

Esse processo, também conhecido como hematose pulmonar, € realizado nos
alvéolos pulmonares, mais precisamente na barreira hematogasosa, por difuséo.
Contudo, em situacdes nas quais a histoarquitetura dos pulmdes esteja alterada, sua
funcdo pode sofrer prejuizos ocorrendo comprometimento das trocas gasosas
(BALASUBRAMANIAN, 2006). Logo, o individuo pode desenvolver problemas
relacionados ao seu fluxo respiratorio que, em consequéncia, levard a uma pior

qualidade de vida.

Diversos agentes nocivos as vias aéreas podem desencadear uma resposta
inflamatéria tanto a nivel brénquico (nas vias superiores) quanto a nivel alveolar (nas
vias aéreas inferiores). Além disso, a intensidade da agressdo proporcionada por
determinados agentes é fundamental para que o estimulo inflamatério pulmonar
chegue a sua fase de resolugcdo ou para que haja a progressao da fase inflamatoria
com a liberacdo excessiva de mediadores pro-inflamatérios tais como citocinas,
proteases, interleucinas e ativacdo de fatores nucleares, alterando assim a

histoarquitetura pulmonar e as fases de reparo tecidual (BRUSSELLE, 2006)

Entre os estimulos desencadeadores da resposta inflamatéria pulmonar
podemos mencionar as infeccbes respiratdrias como tuberculose e outras
pneumonias, a fibrose pulmonar idiopatica, a asma, heranca genética (que pode ser
a causa da susceptibilidade de algumas pessoas em comparagdo com outras) e,
principalmente, fatores ambientais. Dentro desse ultimo grupo, o fumo de cigarro

aparece como o principal fator de risco para as doencas inflamatorias pulmonares.



Sua significancia esta na grande parcela da populagdo mundial atingida e/ou usuaria
(BRUSSELLE, 2006).

O cigarro € um dos maiores fatores de risco para morbidade e mortalidade em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (BERGEN; CAPORASO, 1999). Sua
fumaca é uma complexa mistura com cerca de 4800 compostos quimicos e
oxidantes (HOFFMANN, 2001) e contém cerca de 10'* a 10 radicais livres por
tragada, que incluem aldeidos reativos, quinonas e benzopirenos (CHURCH,;
PRYROR, 1984). Muitos desses sao relativamente duraveis, como a semiquinona, a
qual pode também gerar radicais hidroxil (OH) e peroxido de hidrogénio (H202) pela
reacdo de Fenton, quando em presenca de ferro. Além disso, outros radicais livres
como o anion superoxido podem reagir rapidamente com o 6xido nitrico presente na
fumaca de cigarro (SHINAGAWA, 1998; TOKIMOTO; SHIRANE, 1998) para formar o
peroxinitrito (SELEMIDIS, 2008), outro radical pré-oxidante.

Existem diversas evidéncias de que a fumaca de cigarro possui um papel
importante no desenvolvimento da inflamacao pulmonar aguda que € caracterizada
pelo aumento do numero de leucécitos, como neutrofilos e macrofagos, no
parénquima pulmonar, aumentando o dano oxidativo (principalmente as membranas
celulares com peroxidacdo de lipidios) e estresse oxidativo pulmonar (MOURA,
2012; VALENCA, 2009; CHURG, 2003). Adicionalmente, o aumento de células
inflamatorias ativadas leva a secrecdo de varios mediadores pro-inflamatorios como
citocinas e quimiocinas (IL-1, MCP-1 e TNF-qa, eicosandides (LTB4, PGE2 e TXB2),
fatores hematopoiéticos (GM-CSF, G-CSF, M-CSF), moléculas efetoras microbicidas
(H202 e NO) (SILVA BEZERRA, 2006; NAKAMURA, 2003), além de estimular a
atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase),
uma importante enzima bioldgica capaz de sintetizar o radical anion superéxido o
qual reage rapidamente com membranas biolégicas levando ao dano celular
(BABIOR, 2004; RAHMAN E MACNEE, 1996).

Se por um lado, no contexto da IPA, a FC aumenta os niveis de moléculas
pro-oxidantes levando a peroxidacdo lipidica e a ativacdo de mediadores
intracelulares (fatores de transcricdo como NFKB) que desencadeiam a transcrigéo e
subsequente traducdo de citocinas no processo de inflamacdo, por outro lado,
mecanismos enzimaticos antioxidantes sao ativados pelas células agredidas,

buscando-se manter o equilibrio entre oxidantes/antioxidantes com intuito de impedir



o dano celular, estresse oxidativo e inflamacdo (RAHMAN; ADOCOCK, 2006).
Nesse contexto de defesa celular, enzimas antioxidantes com superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), bem como defesas nédo enzimaticas possuidoras de
grupamentos sulfidrila como a glutationa reduzida (GSH), desempenham papel
fundamental em impedir os efeitos danosos das espécies reativas de oxigénio (ERO)
e outros radicais livres formados a partir da FC ou de células inflamatorias
(RAHMAN; MACNEE, 2012). No entanto, a permanéncia da producdo de moléculas
pré-oxidantes provenientes da FC em longo prazo leva a deplecdo das defesas
antioxidantes (enzimaticas e ndo enzimaticas), um importante passo para a
progressao da IPA e o desenvolvimento de DPOC/enfisema (LANZETTI, 2011).

O mecanismo de inflamacdo pulmonar induzido pela acdo de espécies

reativas de oxigénio pode ser visualizado na figura 1.
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Figura 1: Representacdo esquematica dos mecanismos de inflamacdo pulmonar induzida por
espécies reativas de oxigénio. EPO: peroxidase eosinofilica; MPO: mieloperoxidase; PMNs:
polimorfonucleares; H202: peréxido de hidrogénio; HOCI: acido hipocloroso; HOBr: acido bromoso;
02-: anion supero6xido; OH: radical lhidroxil; 4-HNE: 4-hidroxinonenal; MAP:proteina de atividade
mitogénica; TF: fator de transcricdo. (Adaptado de: RAHMAN;MACNEE, 2006).

2.3 Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio

O oxigénio é uma molécula considerada indispensavel para a produgédo de
energia, tanto em seres eucariotos, por atuar de maneira fundamental na cadeia de
transferéncia de elétrons mitocondrial, quanto em seres procariotos, atuando em
importantes vias metabolicas de diversas bactérias. O mesmo é relativamente néao
reativo, mas seus derivados mais propensos a participar de reacdes quimicas séo

formados durante o metabolismo aerbbico (transporte de elétrons), reacdes



enzimaticas, vias de sinalizacdo, fagocitose e acdo de algumas heme-proteinas,
sendo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (BARTOSZ, 2009;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Algumas dessas ERO sé&o radicais livres (RLOS) 0s quais se apresentam
como &tomos ou moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados na sua
Orbita externa, capazes de reagir com qualquer biomolécula, retirando elétrons
dessas substancias e modificando-as estruturalmente (YU, 1994). Dentre elas
podemos mencionar o oxigénio singlet (*Oz), o anion superéxido (Oz) e o radical
hidroxil (OH). J& o perdxido de hidrogénio (H20:2) é conhecido como uma ERO néo
radical, mas que apresenta ac6es similares as dos RLOs (ANDRADE Jr., 2005).

No processo de respiracdo celular o oxigénio é reduzido a agua na etapa final
da cadeia transportadora de elétrons. Contudo, estima-se que cerca de 3% do
oxigénio utilizado nesse processo gere anion superoxido por ndo sofrer reducéo
completa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Durante o processo inflamatorio, esse
anion é produzido pelos fagocitos, linfécitos e fibroblastos, por acdo da NADPH
oxidase para o combate a corpos estranhos. Além disso, essa ERO participa de
etapas importantes de sinalizagdo no contexto biolégico sendo também formada
pela auto-oxidagcdo das catecolaminas, hemoglobina e mioglobina. Ndo menos
importante é o fato de ser precursora da formacao de H202, OH e &cido hipocloroso
(HOCI), moléculas também causadoras de dano celular (BARREIROS, 2006; OGA,
2003).

O H:20:2 é conhecidamente formado in vivo a partir da dismutacdo do anion
superoxido pela enzima SOD, ou na matriz mitocondrial durante o processo de
reducdo do oxigénio, sendo parcialmente eliminado pela acdo de enzimas como
CAT, glutationa peroxidase e tioredoxina. Contudo, por apresentar meia vida longa e
ser capaz de se difundir pelas membranas celulares, pode reagir com o ferro (Fe™)
em presenca ou nao de Oz gerando OH que possui um carater altamente agressor
as células (BARREIROS, 2006; SCOTT, 1991).

O OH é considerado a espécie mais reativa nos sistemas biolégicos causando
dano ao acido desoxirribonucleico (DNA), &cido ribonucleico (RNA), inativando
proteinas e oxidando lipidios de membrana. Sua reagdo € extremamente rapida,
acontecendo no sitio de sua formacéo logo apds ser produzido, o que o torna um
RLO perigoso para seus alvos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).
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O oxigénio singleto é uma forma excitada (altamente reativa) do oxigénio
molecular, e apesar de ndo possuir elétrons desemparelhados em uma de suas
camadas apresenta-se muito mais oxidante do que o Oz no estado fundamental
(RONSEN, 2006). A geracéo de Oz tem sido evidenciada por reacées que envolvem
enzimas lactoperoxidase, mieloperoxidase e cloroperoxidase, bem como, em
processos como a fagocitose e a lipoperoxidacdo. Além disso, muitos estudos in
vitro tém demonstrado que o 'O. tem capacidade de oxidar biomoléculas tais como
lipidios, carboidratos, proteinas, acidos nucléicos e grupamentos tiol (MYAMOTO,
2006; RONSENG, 2006).

Assim, as EROs presentes em diversas reacfGes biolégicas sé&o
indispensaveis a vida, mas sua formacéo excessiva ou a ineficiéncia da acédo das
defesas antioxidantes, conduz ao estado de estresse oxidativo que pode levar a
morte celular. Em outras palavras, moléculas pro-oxidantes podem ser capazes de
provocar injuria as células quando favorecidas por um desequilibrio entre
oxidantes/antioxidantes levando a peroxidacao de lipidios, danos ao DNA, proteinas

e carboidratos, sendo essa condicdo denominada estresse oxidativo (SIES, 1993).

O distarbio entre a formagcdo e remocdo de ERO estd ligado a inUmeros
quadros patolégicos como diabetes, cancer, aterosclerose, enfisema pulmonar,
asma entre outras doencas (RAHMAN; ADOCOCK , 2006; WO, 2012; TRAND,
2012).

2.4 Antioxidantes

7

O sistema de defesas antioxidantes do organismo é composto tanto por
enzimas que atuam impedindo a acdo de espécies reativas, quanto por substancias
endoégenas ndo-enzimaticas que as neutralizam. Um conteudo de substancias néo-
enzimaticas exdégenas dependentes da dieta também é relevante, representando

alvo de numerosos estudos (SIES, 1993).

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo representadas pela atividade da
SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), e as enzimas
que catalisam reacdes geradoras de equivalentes redutores nos compartimentos
citosdlico e mitocondrial, sendo necessario um equilibrio entre a atuacdo dessas
enzimas e as espécies reativas a fim de minimizar os efeitos toxicos (BONNEFOY,
2002; RIBEIRO, 2005).



A enzima SOD é a responsavel por dismutar o &nion superoxido em peroxido

de hidrogénio H202 e oxigénio fundamental, como mostrado na reagdo abaixo:

SOD
202 + 2H® —>  2H202 + O2

Em mamiferos, ha trés isoformas de SOD produzidas por genes distintos,
mas que catalisam a mesma reacédo. As trés isoformas de SOD sao: SOD citosélica
ou cobre-zinco (Cuzn-SOD ou SOD-1); SOD-manganés (Mn-SOD ou SOD-2),
localizada na mitocondria; e a forma extracelular da CuzZn-SOD (EC-SOD ou SOD-
3). Entre essas formas, a SOD extracelular € abundante no tecido pulmonar

protegendo o pulméo do estresse oxidativo (ANDRADE JR, 2005).

A catalase é uma enzima antioxidante intracelular, encontrada principalmente
no citosol e nos peroxissomos (SCOTT, 1991). A catalase atua na catélise da
decomposicdo de H,O, em agua e oxigénio molecular (FRIDOVICH, 1998). Como

mostrado na reagao abaixo:

CAT
2H.0: —/> 2H.0 +0:

A catalase é mais efetiva em concentracbes altas de H,O, como, por
exemplo, nas condicdes de estresse oxidativo induzidas pela fumaca de cigarro.

Além da CAT outra enzima participa da decomposi¢do do H,0,, a GPX.

A GPX faz parte de uma familia de enzimas selénio dependentes e
independentes que pode ser divididas em dois grupos, celular e extracelular. Elas
desempenham um importante papel ao catalisar a reducdo do peréxido de
hidrogénio (H,Oz2), perdxidos alifaticos e aromaticos a dgua e alcoois lipidicos. Nessa
reacdo se faz necessaria a presenca de glutationa reduzida (GSH) como

fornecedora de equivalentes redutores. A reacao simplificada esta colocada abaixo:

GPX
2H-02> + GSH —_— GSSG + 2H20

Por apresentar alta afinidade pelo 2H202 a GPX é importante em baixos

niveis de estresse oxidativo (PARAVICINI; TOUYZ, 2008).
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Além das defesas antioxidantes enzimaticas descritas acima, as células
contam com um sistema de defesa ndo-enzimatico muito conhecido, a glutationa. A
glutationa reduzida € um tripeptidio formado por glicina, acido glutamico e cisteina,
apresentando um grupamento sulfidril (—SH) cisteina ligado, a qual a confere
capacidade redutora. Seus niveis sdo mantidos por acdo da enzima glutationa
redutase (GR) através da utilizacdo de equivalentes redutores de NADPH matendo a
glutationa reduzida, como substrato para GPX, permitindo a integridade do sistema
de defesa celular (REMACLE, 1992). Essa capacidade de ciclar a GSH é essencial
para os mecanismos de defesas antioxidantes das células (RAHMAN; ADOCOCK,
2006). Abaixo a figura representa a acdo das defesas antioxidantes enzimaticas e

nao-enzimaticas:

______ > Danos oxidativos
Fe(lll) + OH + OH®
Fe (Il)T(rcugﬁo de Fenton)

ll:O + O,
H,O, /> Defesa ndo enzimatica

T Defesas enzimaticas NADPH
> >
0," e
+ — NADP*
H20s
Fe (lll)l (reacdo de Haber-Weiss) H,O

Fe (IN+ O, + OH™+ OH"___

B Danos oxidatives

Figura 2: Acdo das defesas enzimaticas e ndo-enzimaticas. (adaptado de SALVADOR e
HENRIQUES, 2004). Circulo em vermelho envolvendo enzimas antioxidantes (defesa enzimatica);

circulo em azul envolvendo glutationa reduzida (defesa ndo-enzimética).

Os antioxidantes ndo enzimaticos exdégenos podem ser obtidos através da
dieta alimentar, como o-tocoferol, ascorbato e compostos fendlicos. Enquanto o
ascorbato elimina radicais livres de compartimentos aquosos, o0 a-tocoferol atua nas
membranas lipidicas protegendo-as contra a acdo de oxidantes (HALLIWELL, B.;
GUTTERIDGE, 1999). Bezerra e colaboradores (2006) mostrou reducdo da

inflamacéo pulmonar aguda induzida pela fumaca de cigarro em animais
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suplementados com ascorbato e a-tocoferol. Em modelos animais similares Lanzetti
e colaboradores (2008) e Moura e colaboradores (2012) observaram reducao da IPA
induzida por FC quando camundongos foram suplementados com cha mate e
extrato de caroco de acgai, respectivamente, sendo os efeitos benéficos atribuidos

aos compostos fendlicos presentes em suas composi¢oes.

Atualmente ndo existem alternativas farmacoldgicas para impedir a instalacao
e progressao da IPA induzida pela FC. Contudo, diversas substancias antioxidantes
tiols como a N-acetilcisteina, erdosteina, carbosteina além de ativadores do fator
nuclear eritroide 2 (Nrf2), inibidores de lipoperoxidacdo e miméticos de enzimas
antioxidantes fazem parte das futuras possibilidades terapéuticas para impedir a
IPA/DPOC (RAHMAN; MACNEE, 2012).

2.5 As estatinas

Desde a década de 50 os riscos representados pelas altas taxas de colesterol
no desenvolvimento de doencas coronarianas eram conhecidos, o que despertou
interesse de diversas industrias farmacéuticas em relacdo a descoberta de novos
farmacos para o controle plasmatico das taxas de colesterol. O conhecimento, nos
anos posteriores de que a 3-hidroxi3-metil-3-glutaril CoA redutase era a enzima que
limitava cineticamente a sintese do colesterol tendo como alvo natural o substrato
hidroxil-metil-glutril CoA (HMG CoA redutase) , credenciou-a como alvo terapéutico
para reducao do colesterol (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Nos anos 70, Akira Endo, um pesquisador japonés isolou a partir do fungo
Penicillium brevecompactum, a compactina (mevastatina). Essa molécula apresenta
em sua composigdo estrutural uma fungdo &-lactona-B-hidroxilada o que possibilita
que a enzima HMG CoA redutase possa reconhecer esta substancia (analoga) como
seu substrato natural. Ndo bastasse isso, mais tarde foi descoberto que a enzima
apresentava afinidade cerca de 10.000 maior pelo andlogo do que pelo seu alvo
natural, a HMG Coa (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). A partir desse
momento, diversos laboratorios iniciaram pesquisas para a descoberta de

substancias com a similaridade que pudessem inibir a enzima.

Ainda na década de 70, foram descobertas a lovastatina e a sinvastatina em
estudos com Monscus ruber e Aspergillus terreos, respectivamente (PATCHETT,

2002). Ja em 1987, a partir de um metabolito ativo da compactina, foi descoberta a
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pravastatina. Essas trés substancias apresentam uma regido lipofilica de decalina,
caracteristico das estatinas de primeira geracdo (naturais), porém, enquanto a
lovastatina apresenta um grupo éster 2-(S) metilbutirico, a sinvastatina aparece com
uma pequena modificacdo na posicdo alfa, a adicdo de um grupo metil - essa
modificagcdo na estrutura da sinvastatina permitiu uma atividade 2,5 maior do que
lovastatina (CAMPO; CARVALHO, 2007). A pravastatina por sua vez, além de ser
mais hidrossolluvel do que as duas anteriores apresenta maior seletividade para
inibir a enzima. Ela foi a primeira estatina com funcéo lactona aberta empregada na
terapéutica e muito provavelmente estudos com seu metabdlito inspiram a sintese
de novos inibidores da HMG CoA redutase (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Naturais

CHa

R

Mevastatina R =R,=H Pravastatina
Lovastatina  R,=H; R,=CH;4
Sinvastatina  B,=R,=CH;4

Sintéticos

OH OH O/2Ca®”

Atorvastatina Rosuvastatina

Figura 3: Estruturas quimicas das estatinas naturais e sintéticas (Adaptado de CAMPO; CARVALHO,
2007).

No inicio dos anos 90, apds a criacdo de novos padrfes estruturais
(sintéticos) para os inibidores da HMG CoA redutase surge no mercado a
atorvastatina e em 2003 “Food and Drug Administration” (FDA) libera a rosuvastatina

para uso terapéutico contra a hipercolesterolemia. Essas estatinas sintéticas nao-
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decalinicas possuem um grupo 4-fluorfenil que participa de interagbes adicionais
através do anel aromatico e do atomo de fldor com o grupo guanidinico da Arg 590.
Além disso, a cadeia lateral contendo grupo carbonila (atorvastatina) ou sulfonamida
(rosuvastatina) realiza mais uma interacdo com o residuo Ser 565 (CAMPO;
CARVALHO, 2007). As estatinas descritas acima estdo entre as mais utilizadas
clinicamente no mundo (ANVISA, 2011). Na figura 3, é possivel observar as

estruturas quimicas das estatinas naturais e sintéticas utilizadas nesse estudo.

As estatinas sdo conhecidas ha varias décadas como farmacos inibidores
competitivos da HMG CoA redutase, uma vez que atuando no sitio catalitico dessa
enzima impedem a conversdo do HMG CoA em acido mevalbnico e as reacdes
subsequentes até a formacgéo do colesterol ndo podem acontecer, permitindo assim
0 uso desses farmacos como agentes hipocolesterolémicos. Entretanto, estudos
recentes tém mostrado propriedades farmacoldgicas pleiotropicas desses agentes,
incluindo efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e antitrombogénicos (MCKAY,
2004; YILMAZ, 2004;LEUNG, 2003).

Apesar de existirem alguns estudos mostrando os efeitos benéficos das
estatinas em modelos experimentais de IPA, como por exemplo, na asma
(CHARTOUMPEKIS, 2010; BRAGANZA, 2011), na IPA induzida por
lipopolissacarideo (LPS) (GROMMES, 2012) e na IPA induzida por ventilagdo
mecénica (MULLER, 2010), até o momento poucos estudos tém sido realizados para
a avaliacdo dos mecanismos relacionados a atividade antiinflamatoria e antioxidante

das estatinas em modelos de IPA causada pela fumacga de cigarro.

Algumas evidéncias moleculares credenciam as estatinas como uma
interessante substancia a ser estudada na intervencao do processo inflamatorio e
oxidante agudo causado pela FC. Nesse sentido, foi observada a reducédo da
expressdo e producdo de citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral-a,
interleucina-1 B e interleucina-8) por macréfagos alveolares apés pré-tratamento com
atorvastatina (SAKAMOTO, 2009), bem como pravastatina foi capaz de reduzir o
namero de leucaocitos totais, neutrdéfilos, os niveis de mieloperoxidase e do fator de
necrose tumoral-a. em modelo agudo de inflamacé&o pulmonar por lipopolissacarideo
e sinvastatina reduziu o numero de leucdcitos totais, macrofagos, neutréfilos, a
expressdo da molécula de adeséo a célula vascular - 1 (VCAM) e a producgdo de

interleucina-8 em modelos de asma além de reduzir a expressdo da molécula de
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adesao intracelular - 1 (ICAM) e o infiltrado inflamatério em modelo de lesao
pulmonar aguda induzida por endotoxina (GOMMES, 2012; KIM, 2007; YAO, 2006;
MACKY, 2004). Em consonancia com esses resultados, em estudo recente
rosuvastatina reduziu o numero total de leucécitos, macréfagos, neutrofilos e niveis

do fator de necrose tumoral-o. em um modelo de asma (ZHU, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos antioxidantes da atorvastatina, pravastatina, rosuvastatina,

e sinvastatina no dano pulmonar induzido pela fumaca de cigarro em camundongos

através da avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar de camundongos
expostos a fumaca de cigarros através da contagem total e diferencial de

leucécitos;

Avaliar as quimiocinas pro-inflamatorias proteina quiomiotética de mondcitos

— 1 (MCP-1) e quimiocina derivada de queratinécito murino (KC);
Quantificar o total de espécies reativas de oxigénio no lavado broncoalveolar;

Avaliar os marcadores oxidativos de inflamagdo como mieloperoxidase e
nitrito;

Avaliar a bioquimica do equilibrio redox através da atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e catalase;

Avaliar o dano oxidativo através do ensaio alaranjado de xilenol (FOX);

Avaliar o0 estresse oxidativo através da razdo entre glutationa
reduzida/glutationa oxidada e do ensaio da capacidade total antioxidante por
DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil);
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

No experimento realizado foram utilizados 50 camundongos C57BL/6
machos, oito semanas, acondicionados, em grupos de dez animais por caixa, no
biotério da pds-graduacdo em Farmacologia/lUFRJ com temperatura e umidade
controladas (21+2°C, 50+10%, respectivamente), submetidos aos ciclos invertidos
claro/escuro de 12 h (luzes artificiais, 19:00-07:00h) e exaustdo 15 min/h. Durante o
periodo do experimento os animais receberam ragdo padrdo balanceada e agua ad
libitum. Os protocolos de manuseio e experimentagédo seguiram a “Lei 11.794 de oito
de outubro de 2008 que trata dos procedimentos para o uso cientifico de animais”
publicado no Diario Oficial da Unido (publicacdo n® 196, secdo 1, pagina 96). O
projeto desse trabalho foi submetido & Comissdo de Etica com Uso de Animais
(CEUA) em experimentacdo cientifica do Centro de Ciéncias da Saude/UFRJ
(numero de protocolo DFBCICB 046).

4.2 Exposicdo a fumaca de cigarro e procedimentos

Durante cinco dias, através da utilizacdo de uma camara de inalacdo de
fumaca de cigarro, os animais foram expostos a um total de 12 cigarros comerciais
por dia, divididos em trés vezes ao dia (quatro cigarros por periodo, manha, tarde e
noite). Cada cigarro foi acoplado a uma seringa de vidro de 60 mL com a qual se
injetou fumaca no interior da camara de inalacdo. O procedimento de insuflar e
desinsuflar a seringa terminou com a queima do cigarro até o seu terco final, que
durou em média 3 minutos. Um cigarro gerou aproximadamente 1 L de fumaca que
foi diluido em 30 L (capacidade da camara). A concentracdo de fumaca no interior
da camara foi de 3% apds a queima de um cigarro por seis minutos. Apés este
periodo, a camara foi aberta para total exaustdo da fumaca e, por um minuto, 0s
animais tinham contato com o ar ambiente, quando entéo o procedimento se repetia
com os demais cigarros. Todo o protocolo de exposicdo a fumaca de cigarro foi
realizado conforme o modelo j4 estabelecido pelo grupo (VALENCA, 2004). Os
animais expostos ao ar ambiente nas mesmas condigcbes foram considerados

controle.
4.2.1 Tratamento com as estatinas

Os animais foram divididos em seis grupos (n= 10 animais por grupo):
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o Grupo controle (Controle) — Camundongos expostos ao ar ambiente;

o Grupo Inalagdo da fumaca de cigarro (IFC) - camundongos expostos a
fumaca de 12 cigarros ao dia e que receberam o veiculo;

o Grupo Inalacdo da fumaca de cigarro + Atorvastatina (IFC+A) -
camundongos expostos a fumaca de 12 cigarros ao dia e tratados com atorvastatina
(10 mg/kg);

o Grupo Inalagdo da fumaca de cigarro + Pravastatina (IFC+P) -
camundongos expostos a fumaca de 12 cigarros ao dia e tratados com Pravastatina
(5 mg/kg);

o Grupo Inalagdo da fumaca de cigarro + Rosuvastatina (IFC+R) -
camundongos expostos a fumaga de 12 cigarros ao dia e tratados com

Rosuvastatina (10 mg/kg);

o Grupo Inalagdo da fumacga de cigarro + Sinvastatina (IFC+S) -
camundongos expostos a fumaca de 12 cigarros ao dia e tratados com Sinvastatina
(20 mg/kg).

Todos os farmacos foram administrados apds a Ultima inalacdo de cada dia
por via intraperitoneal (200 pL), diluidos em 9 partes de soro fisiol6gico e uma parte
de Dimetilsulfoxido (DMSO). As doses utlizadas aqui foram baseadas em
experimentos recentes (YAO, 2006; GROMMES, 2012; RAKOTONIAINA, 2006;
ZHU, 2012).

Os animais foram sacrificados um dia apés o término do experimento, sendo
anestesiados com Ketamina-Xilazina (75/10 mg/kg) intraperitoneal e posteriormente
realizando-se deslocamento cervical. O desenho experimental seguiu o modelo a

sequir.
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Figura 4: Esquema do desenho experimental de inflamacao pulmonar aguda pela exposi¢do a FC e
tratamento concomitante com diferentes estatinas, indicando as anélises realizadas em cada amostra
coletada. LBA - lavado bronco alveolar; ROS — andlise para niveis de espécies reativas de oxigénio,
SOD - andlise para atividade da superdxido dismutase; GSH/GSSG — analise da razdo glutationa
reduzida/ glutationa oxidada; CAT - andlise para atividade da catase; FOX — andlise dos niveis de
hidroperoxidos; MPO — andlise da atividade da mieloperoxidase; MCP — 1 analise dos niveis de
proteina quimiotatica de mondcitos; KC - andlise dos niveis de proteina de derivada de queratinécito

murino.

4.2.2 Lavado broncoalveolar

Imediatamente apds o sacrificio, foi realizado o lavado broncoalveolar. O
pulméo direito foi clampeado, a traquéia canulada e o pulméo esquerdo foi lavado
com 1,5 mL de solugéo salina (3 x 500 pL). As amostras foram mantidas em gelo até
o final do procedimento, a fim de evitar lise celular. Ap0s o término de todos os
grupos, as amostras foram centrifugadas (Centrifuga Micro FANEM mod. 243M, Sao
Paulo, Brasil) a 2000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante coletado e estocado em
freezer — 20 °C.

4.2.3 Processamento tecidual
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ApoOs a realizacé@o do lavado broncolalveolar, o torax do animal foi aberto e o
ventriculo direito foi perfundido com solucdo salina para remocao do sangue nos
pulmbes. O pulmé&o esquerdo foi clampeado para que fosse instilada, apenas no
pulma&o direito, via traquéia, formalina tamponada 4% (pH 7,2) a uma presséo de 25
cm de H,O por 2 minutos. O pulméao direito entdo foi removido e imerso em solugao
fixadora por 48 horas. ApGs processamento de rotina e inclusdo em parafina, foram
feitos cortes seriados a quatro micrometros de espessura, 0s quais foram corados

em hematoxilina-eosina (H&E) para a analise histopatoldgica.
4.2.4 Homogeneizado tecidual

Em seguida a retirada do pulméo direito para histologia, o pulméo esquerdo
foi imediatamente removido e armazenado em gelo picado em tubos devidamente
etiquetados. Depois, 0 6rgdo foi homogeneizado (Homogeneizador Novatécnica
mod. NT136, Piracicaba, Brasil) em 1 mL de tampao fosfato de potassio pH 7,5 e
centrifugado a 7.000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o volume
final de todas as amostras ajustado para 1,5 mL com tampédo fosfato. Essas

amostras foram armazenadas em freezer — 80 °C para posterior analise bioquimica.
4.2.5 Morfometria

O numero total de leucdcitos, células mononucleares (MN) e células
polimorfonucleares (PMN) no alvéolo foram estimados contando-se dez campos
aleatérios em dez laminas nédo identificadas a partir de cortes histolégicos de pulméao
(5 um) corados por Hematoxilina e Eosina. Os campos foram observados com a
objetiva de 100x através do microscopio o6ptico (Carl Zeiss mod. Axiolab,
Oberkochen, Alemanha) com é&rea total de 24.640 pm?. Células PMN e MN foram

contadas e representadas por numero de células por campo.
4.2.6 Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas foi realizada nas amostras de lavado broncoalveolar
e homogeneizado tecidual pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976). O
reagente de Bradford contém como principal componente o corante Coomasie
brilhante azul, que em solug&o acida se liga as proteinas da amostra, alterando sua
absorbéancia de 465 nm para 595 nm, medida através do leitor de ELISA (Bio-Rad
mod. 550, Hercules, EUA). Uma curva padrédo foi produzida atraves de
concentragdbes crescentes da proteina albumina bovina (0,5-10 pL) em triplicata.
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Para dosagem de proteinas do homogeneizado de pulméo foi utilizado 1 pL de

amostra.
4.2.7 Niveis de MCP-1 e KC por Enzyme-Like-Immunosorbent assay (ELISA)

Para a dosagem dos niveis das quimiocinas proteina quiomiotatica de
monaocitos — 1 (MCP-1) e quimiocina derivada de queratindcito murino (KC), foram
utilizados os homogeneizados de pulméo dos diferentes grupos experimentais.
Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100 uL de anticorpo monoclonal anti-
MCP-1 e anti-KC (anticorpo de captura) e incubados overnight em temperatura
ambiente. Apds este periodo, os pogos foram lavados por trés vezes com tampdao
para lavagem (0.05 % Tween® 20 em PBS, pH 7,2 — 7,4). Em seguida, a placa foi
blogueada com 300 pL de solucéo de bloqueio (1% de BSAem PBSpH 7,2 -7,4) e
incubada 1 hora a temperatura ambiente, a fim de serem evitadas reacoes
inespecificas. Apés, os pocos foram lavados como ja descrito.

Realizado o blogueio, foram adicionados 100 uL por poco das amostras e dos
padrdes diluidos previamente em reagentes de diluicdo (1% de BSA em PBS pH 7,2
— 7,4), e cobertos com papel laminado. Trés pocos foram utilizados como branco,
sendo neles colocado somente o reagente de diluicdo. A placa permaneceu
incubando por 2 h. a temperatura ambiente. Posteriormente, os pogos foram lavados
com tampédo de lavagem (0.05 % Tween® 20 em PBS, pH 7,2 — 7,4). ApGs as
lavagens, foram adicionados 100 pL de anticorpo de detecgdo (anticorpo anti-rato
para MCP-1 ou KC Biotinilado) diluidos em reagente de diluicdo (1% de BSA em
PBS pH 7,2 — 7,4) na concentracdo estabelecida, cobertos com papel laminado e
mantidos por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os poc¢os foram lavados
como anteriormente descrito e foram adicionados 100 pL de Streptoavidina-HRP
(1:250) por poco, cobertos novamente com papel laminado e permanecendo em
incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os poc¢os foram lavados
com descrito. Posteriormente, foi adicionada a solugcdo do substrato (mistura dos
reagentes cores A — H202 e b — Tetrametilbenzidina), na diluicdo de 1:1, por pogo e
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram lidas a 450
nm, no espectrofotdbmetro de microplacas Benchmark plus (Bio Rad Laboratories,
Hercules, CA).

4.2.8 Andlise dos niveis de nitrito
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O oxido nitrico (NO) é um radical que possui tempo de meia vida curto, sendo
rapidamente oxidado a nitrito e/ ou nitrato. A determinacdo da producao deste
radical pode ser mensurada de forma indireta pela formacédo de nitrito (NO2), um
produto de degradacao estavel e nao volatil. Assim, a dosagem de nitrito € realizada
pelo método de Griess o qual tem como principio de reacdo a formacdo de um azo
composto. Neste método, o nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida em meio
acido para formar um composto intermediario, o sal diazénio. Em seguida este sal
reage com N-naftil-etilenodiamina (NED) formando um composto azo estavel de

coloragdo purpura, com comprimento de onda de 540 nm (GREEN, 1982).

Para a reacéao, foram utilizados 100 pL de homogeneizado de pulmdo em 50
puL d solucédo 1 (sulfanilamida 1 % em solucdo de acido fosforica 2,5 %). Apos 10
min. adicionou-se 50 pL da solucdo 2 (N-naftil-etiienodiamina 0,1 % em solucao
acido fosférico a 2,5 %). Em seguida, realizou-se homogeneizacgéo e leitura a 540
nm em espectrofotometro de microplacas Benchmark plus (Bio Rad Laboratories,

Hercules, CA). O resultado foi expresso em uM/mg de proteina.
4.2.9 Analise da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A producéo de espécies reativas de oxigénio induzido pela fumaca de cigarro
foi estimada por um ensaio colorimétrico baseada na reacdo entre as ERO
presentes nas ceélulas no lavado broncoalveolar e o azul de nitrotetrazolio (NBT)
como descrito por Kerkweg e colaboradores (2007). Para a realizacdo do ensaio, o
LBA foi centrifugado e 100 pL de células foram ressuspendidos em 100 puL de NBT,
posteriormente sendo incubados em estufa a 37°C por 1 hora. Em seguida, foram
realizadas duas centrifugacdes a 600 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi
desprezado. O centrifugado foi entdo ressuspendido em 400 pL de solugcéo de KOH-
DMSO e colocado em microplacas de 96 pocos. Trés réplicas de cada amostra
foram lidas a 530 nm, no espectrofotometro de microplacas Benchmark plus (Bio

Rad Laboratories, Hercules, CA).
4.2.10 Ensaio da atividade Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a producéo
intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacdo do anion superoxido em
peroxido de hidrogénio. A atividade enzimética da SOD foi estimada pela inibicdo da

auto-oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente. A adrenalina
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quando oxidada pelo anion superdoxido forma um produto réseo adenocromo.
Aliquotas de homogeneizado de pulmé&o foram utilizadas no ensaio cinético para
mensuracao de atividade enzimatica da SOD, de acordo com o método proposto por
Bannister e Calabrese (1987). Assim, aliquotas de pulmao foram utilizadas em trés
diferentes volumes por amostra, 10 uL, 20 puL e 30 pL. Para a reagdo, foram
colocados em cada cubeta trés diferentes volumes 10 puL, 20 uL ou 30 pL de
homogeneizado, 1.920 uL de tampéo glicina, 40 uL de adrenalina (epinefrina) e 20
uL de catalase. Em seguida, foi realizada a homogeneizacdo com auxilio de pipeta
semiautomatica e a absorbancia foi mensurada a 480 nm em um intervalo de 180

segundos. A atividade enzimética foi expressa em U/mg de proteina.
4.2.11 Ensaio da atividade da Catalase

A Catalase é uma enzima antioxidante que catalisa a decomposi¢cdo de
peréxido de hidrogénio (H202). Na reacéo, a molécula de peroxido de hidrogénio é
oxidada a oxigénio molecular (formacdo de O2) e também é reduzida a agua. Esse
método mede a atividade da enzima produzida pelas células em resposta a
quantidade determinada de H20.. Para a reacédo, foram utilizadas aliquotas de 60 pL
de homogeneizado de pulmdo em cubetas de quartzo. Em cada cubeta foi
adicionado 1940 mL de tamp&o PBS 1x com peroxido de hidrogénio (25 mL de
tampédo para 40 uL de H202). Esses componentes foram homogeneizados com
auxilio de pipeta semiautomatica e a leitura foi realizada a 240 nm nos tempos 0, 30
e 60 segundos (AEBI, 1984). A atividade enzimatica foi expressa em U/ mg de

proteina.
4.2.12 Analise da Lipoperoxidacéao (LPO)

A producdo de hidroperéxidos lipidicos foi avaliada realizando-se o método
FOX (Ferrus Oxidation / Xilenol Orange Method) o qual utiliza o principio da
oxidacdo do Fe+2 mediada por peroxidos em condi¢des acidas com formacéo de um
complexo Fe+3 — laranja de xilenol na presenca do estabilizador hidroxitolueno
butilato (BHT) (JIANG; HUNT; WOLFF, 1992). Para tanto, o sobrenadante obtido a
partir da centrifugacdo do homogeneizado de pulméao foi ressuspendido em metanol
PA na proporcéo 1:2 (volume/volume), sonicado durante 1 munuto, e centrifugado
por 10 minutos a 10.000 x g a 4°C. Posteriormente, 30 uL do sobrenadante

resultante foi pipetado em microplacas de 96 pogcos e incubado por
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aproximadamente 30 minutos com solucéo de reacao (metanol grau HPLC 90% do
volume final, 4cido sulfurico 25 mM, hidroxitolueno butilado 4 mM, sulfato ferroso
amoniacal 250 uM, e laranja de xilenol 1 mM). Trés replicas de cada amostra foram
lidas a 570 nm, no espectrofotbmetro de microplacas Benchmark plus (Bio Rad

Laboratories, Hercules, CA).
4.2.13 Razao glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG)

A razdo GSH/GSSG é considerada um marcador de estresse oxidativo
(JONES, 2006). Esse ensaio € baseado na reacdo da GSH ou GSSG com 5,5'-
ditiobis-(2- acido nitrobenzo6ico) (DTNB) que produz o 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB)
(RAHMAN; KODE; BISWAS, 2006). Para determinar GSSG, amostras de
homogeneizados de pulméo foram tratadas previamente com 2-vinilpiridina, que
reage covalentemente com GSH (mas ndo com GSSG). O excesso de 2-vinilpiridina
€ neutralizado com trietanolamina. A taxa de formacdo de TNB, mensurada
espectrofotometricamente, é proporcional a concentragdo de GSH ou GSSG na
amostra. A concentracdo de uma amostra conhecida é determinada pelo calculo de
uma regressao linear gerada a partir de uma curva padrdo de GSH ou GSSG.
Aliquotas de homogeneizado de pulméo foram tratadas com acido sulfossalicilico na
proporcao de 1:1, e centrifugadas a 2000 RPM por 10 min. Os ensaios foram
realizados separadamente e utilizaram 200 pL do sobrenadante para leitura da GSH
e 200 uL para leitura de GSSG. Em seguida, as amostras para a GSSG foram
incubadas por 60 min com 4 pL de 2-vinilpiridina e em seguida tratadas com 65 yL
de trietanolamina, afim de ajustar o pH entre 6,0-7,0. ApGs o preparo das amostras,
as leituras foram realizadas adicionando-se 1.400 pyL tampéao fosfato de potassio
(KPE), 200 pyL de amostra, 120 uL de DTNB, 120 yL de glutationa redutase (GR) e
120 pL de nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato (NADPH). A mistura foi
homogeneizada e a absorbancia mensurada em espectrofotdmetro (Amersham -
Biosciences mod Ultrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer, Inglaterra) a

412 nm, em um tempo de 120 seg, com intervalos de 30 seg.
4.2.14 Ensaio da capacidade total antioxidante por DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil)

O DPPH é um radical livre que pode ser obtido dissolvendo-se o reagente em
meio organico. Esse método consiste em avaliar a atividade sequestradora do

radical livre 2,2- difenil =1 — picril — hidrazila - DPPH, possuindo coloracdo purpura
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que absorve em 517 nm. Quando h& acao de um antioxidante (AH) o DPPH radical €
reduzido obtendo-se o composto difenil-picril-hidrazila, de cor amarela, o que se
traduz em decréscimo da absorbancia. A capacidade antioxidante foi determinada
através da reducdo do DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) pela atuacdo antioxidante
dos compostos do homegeneizado, método proposto por BRAND-WILLIANS e
colaboradores (1995) com modificacbes. Para tanto, foi preparada uma solucao
metandlica de DPPH (0,05 nM) acrescentando-se 250 uL em cada cavidade utilizada
de uma microplaca de poliestireno com 96 pocos (Costar, Cambrigde, MA). Foram
adicionados 50 pL de trolox para curva-padrdo e o0 mesmo volume para o
homogeneizado obtido da amostra. As leituras foram realizadas em absorbancia de
517 nm no tempo zero e apd6s 20 minutos utilizando-se espectrofotbmetro de

microplacas Benchmark plus (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA).
4.2.15 Analise Estatistica

Os dados foram expressos em meédia + erro padrdo da média. As analises
dos dados paramétricos (leucdcitos totais, polimorfonucleares, mononucleares,
MCP-1, KC, ROS, FOX, SOD, CAT, MPO, razdo GSH/ GSSG, nitrito e DPPH foram
realizadas pelo teste de varidncia one-way ANOVA seguido pelo poOs-teste de
Bonferroni (p< 0,05). O software Graphpad Prism foi utilizado para realizar as
andlises estatisticas (GraphPad Prism versao 5.0, Sdo Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS
5.1 Efeitos das estatinas na histologia do pulmé&o

Cortes histoldgicos de pulméo corados com Hematoxiliina e Eosina foram
observados em microscopia de Otica para determinar a acdo das quatro diferentes
estatinas contra a fumaca de cigarros no pulmé&o. Os cortes histologicos foram feitos
utilizando-se o pulméo esquerdo (n= 10 por grupo). O grupo controle, exposto ao ar
ambiente, apresentou caracteristicas de pulm&o normal com raros macrofagos
alveolares ocasionais e septos finos (figura a). Cinco dias apos exposi¢cao a fumaca
de cigarros, o grupo IFC apresentou maior influxo celular no parénquima pulmonar,
mas com septos alveolares finos e sem destruicdo (figura b). J& os grupos que
receberam atorvastatina e pravastatina e foram expostos a fumaca de cigarros por 5
dias apresentaram-se semelhantes ao grupo IFC (figuras c e d). Enquanto os grupos
que receberam pravastatina e simvastatina apresentaram caracteristicas de um
pulm&o normal com pouco influxo celular e septos alveolares finos ndo destruidos,

semelhantes ao controle (figuras e e f).
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Figura 5: Fotomicrografias de pulmédo ap6s coloracdo com hematoxilina-eosina. a) grupo Controle:
alvéolos com areas uniformes e septos finos. b) Grupo inalacdo de fumaca de cigarro (IFC):
parénquima pulmonar com grande influxo celular; septos finos e sem destricdo. ¢ e d) Grupos IFC +
A, IFC + P parenquima pulmonar semelhante ao grupo IFC. e e f) IFC + R, IFC+ S respectivamente:
alvéolos com areas uniformes; baixo influxo celular e septos sinos ndo destruidos (semelhante ao

grupo controle).

5.2 Morfometria
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O numero de leucécitos totais alveolares, células mononucleares e
polimorfonucleares foi contado em 10 diferentes campos por corte histoldgico de
tecido pulmonar corado com hematoxilina-eosina sob aumento de 1000 x (Figura 6).
A quantificacdo do namero total de leucdcitos revelou aumento de 78 % no grupo
IFC quando comparado ao grupo controle. Ja nos grupos que receberam tratamento
com estatinas observou-se reducgédo de 27 % em IFC + A, 30 % em IFC + P, 37 %

em IFC + R e 30 % em IFC + S quando comparados com o grupo IFC.
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Figura 6: Morfometria do numero total de leucécitos alveolares em laminas coradas com
hematoxilina e eosina. Apresentacéo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC +
P, IFC + R e IFC + S. Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo po6s-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os
simbolos na figura significam : *p< 0,05, ***p < 0,001, comparado ao grupo controle. ## p < 0,01,

### p < 0,001, comparado ao grupo IFC (inalacdo da fumaca de cigarro).

A quantificacdo do numero total de células mononucleares revelou aumento
de 78 % no grupo IFC quando comparado ao grupo controle (Figura 7). J& nos
grupos que receberam tratamento com estatinas observou-se reducao de 34 % em
IFC + A, 38 % em IFC + P, 29 % em IFC + R e 34 % em IFC + S quando

comparados com o grupo IFC.
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Figura 7: Morfometria do nimero total de macrofagos alveolares em laminas coradas com
hematoxilina e eosina. Apresentacao de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC
+ P, IFC + R e IFC + S. Os dados sao apresentados em média + erro padrdo da média e foram
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os

simbolos na figura significam : ***p < 0,001, comparado ao grupo controle. # p < 0,05, ## p <

0,01, comparado ao grupo IFC (inalagdo da fumacga de cigarro).

A quantificagdo do numero total de células polimorfonucleares revelou
aumento de 173 % no grupo IFC quando comparado ao grupo controle (Figura 8). Ja
Nos grupos que receberam tratamento com estatinas observou-se reducao de 24 %
emIFC +P,45 % em IFC + R e 27 % em IFC + S quando comparados com 0 grupo
IFC.
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Figura 8: Morfometria do numero de polimorfonucleares alveolares em laminas coradas com
hematoxilina e eosina. Apresentagdo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P,
IFC + R e IFC + S. Os dados séo apresentados em média + erro padrao da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura
significam : *p< 0,05, ***p < 0,001, # p< 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001.

5.3 Efeitos das estatinas nos marcadores pro-inflamatoérios

Os niveis dos marcadores pro-inflamatorios proteina quiomiotatica de
monocitos — 1 (MCP-1) e quimiocina derivada de queratindcito murino (KC) foram
analisados pelo método de ELISA e os niveis de nitrito e de mieloperoxidase por
técnicas ja citadas anteriormente. A analise dos niveis de MCP-1 revelou aumento
de 5 vezes no grupo IFC quando comparado ao grupo controle (Figura 9). J& nos
grupos que receberam tratamento com estatinas observou-se redu¢do somente nos
grupos IFC + R (60 %) e IFC + S (61 %) quando comparados com o grupo IFC.
Interessantemente os grupos IFC + A e IFC + P apresentaram niveis de MCP-1

maiores do que o grupo CS, 2 vezes e 1,5 vezes, respectivamente.
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Figura 9: Andlise dos niveis de MCP-1 (pg/mL) em homogeneizado de pulm&o. Apresentacéo de
seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + R e IFC + S. Os dados séo
apresentados em média + erro padréo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam : ***p < 0,001,
comparado ao grupo controle. # p< 0,05, comparado ao grupo IFC (inalacdo da fumaca de
cigarro).

A analise dos niveis de KC revelou aumento de 163 % no grupo IFC quando
comparado ao grupo controle (Figura 10). Ja nos grupos que receberam tratamento
com estatinas observou-se reducéo de 46 % em IFC + A, 45 % em IFC + P, 56 % e
em IFC + R quando comparados com o grupo IFC. Interessantemente, os niveis de
KC no grupo IFC + S foram aproximadamente 2 vezes maior quando comparados ao

controle.
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Figura 10: Analise dos niveis de KC (pg/mL) em homogeneizado de pulm&o. Apresentacao de seis
grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + R e IFC + S. Os dados sé&o
apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam : *p < 0,05, ***p <
0,001, comparado ao grupo controle. # p< 0,05, ## p < 0,01, comparado ao grupo IFC (inalacdo da

fumaca de cigarro).

A analise dos niveis de nitrito revelou aumento de 187 % no grupo IFC
guando comparado com o grupo controle (Figura 12). Ja nos grupos que receberam
tratamento com estatinas observou-se reducdo somente nos grupos IFC + P (80 %),
IFC + R (46 %) e IFC + S (46 %) quando comparados com o grupo IFC. O grupo IFC

+ A revelou niveis de nitrito similares ao grupo IFC.
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Figura 11: Analise dos niveis de Nitrito (uMol/mg proteina) em homogeneizado de pulméo.
Apresentacdo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + Re IFC + S.
Os dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste
one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura
significam : *p < 0,05, ***p < 0,001, comparado ao grupo controle. ## p < 0,01, comparado ao

grupo IFC (inalacdo da fumaca de cigarro).

5.4 Efeitos das estatinas nos marcadores Redox

Os niveis dos marcadores ERO e hidroperéxidos foram avaliados
colorimetricamente em microplacas de 96 poc¢os, enquanto a atividade das enzimas
SOD e CAT em espectrofotdbmetro (Figura 13). A analise dos niveis de ROS revelou
aumento de 203 % no grupo IFC quando comparado com o grupo controle. Ja nos
grupos gue receberam tratamento com estatinas observou-se redugdo somente nos
grupos, IFC + R (38 %) e IFC + S (32 %) quando comparados com o grupo IFC. Os

grupos IFC + A e IFC + P revelaram niveis de ROS similares ao grupo IFC.
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Figura 12: Andlise dos niveis de ROS (ug formazan/ 10° leucécitos) em lavado boncoalveolar de
pulmao. Apresentacdo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC +R e
IFC + S. Os dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo po6s-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura
significam : **p < 0,01, ***p < 0,001, comparado ao controle. # p < 0,05, comparado ao grupo IFC

(inalacdo da fumaca de cigarro).

A andlise da atividade a enzima SOD revelou aumento de 310 % no grupo
IFC quando comparado ao grupo controle (Figura 14). Ja nos grupos que receberam
tratamento com estatinas observou-se reducdo de 73 % em IFC + A, 88 % em IFC +

P,44 % em IFC + Re 63 % em IFC + S quando comparados com o grupo IFC.
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Figura 13: Andlise da atividade da SOD (U/mg proteina) em homogeneizado de pulmao.
Apresentacéo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + Re IFC + S. Os
dados sdo apresentados em média = erro padréo da média e foram analisados pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam : **p <
0,01, **p < 0,001, comparado ao grupo controle. # p < 0,05 comparado ao grupo IFC (inalacdo da
fumaca de cigarro).

Apesar disso, a analise da atividade a enzima CAT revelou aumento de 207
% no grupo IFC quando comparado ao grupo controle (Figura 15). A atividade da
CAT foi reduzida somente no grupo IFC + S (56 %) quando comparado com 0 grupo
IFC. Interessantemente, a atividade da CAT revelou aumento de 117 % no grupo

IFC + P e 113 % no grupo IFC + R quando comparado ao grupo IFC.
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Figura 14: Andlise da atividade da CAT (U/mg proteina) em homogeneizado de pulmao.
Apresentacdo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + R e IFC + S.
Os dados sao apresentados em média * erro padrao da média e foram analisados pelo teste
one-way ANOVA seguido pelo pOs-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura

significam: ***p < 0,001, comparado ao grupo controle ### p < 0,001, comparado ao grupo IFC

(inalagdo da fumaga de cigarro).

A andlise dos niveis hidroperéxidos revelou aumento de 155 % no grupo IFC
guando comparado com o grupo controle (Figura 16). Ja nos grupos que receberam
tratamento com estatinas observou-se redugéo nos grupos, IFC + A (48 %), IFC + R
(43 %) e IFC + S (45 %) quando comparados com o grupo IFC. O grupo IFC + P
revelou niveis de hidroperéxidos similares ao grupo IFC.
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Figura 15: Analise dos niveis de hidroperéxidos (nMol/ mg proteinas) em homogeneizado de
pulméo. Apresentacdo de seis grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + R e
IFC + S. Os dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura
significam: **p < 0,01, comparado ao grupo controle. ### p < 0,001, comparado ao grupo IFC

(inalacdo da fumaca de cigarro).

5.5 Efeitos das estatinas nos marcadores antioxidantes

Os niveis de GSH e GSSG foram avaliados por analise em espectrofotdmetro,
enquanto os niveis de DPPH foram avaliados por leitura em placa de 96 pocos
(Figura 17). A analise da razdo GSH/ GSSG revelou reducédo de 51 % no grupo IFC
guando comparado com o grupo controle. J& nos grupos que receberam tratamento
com as estatinas observou-se aumento de 173 % em IFC + A, 197 % em IFC + P,
200 em IFC + R e 333 % em IFC + S quando comparados ao grupo IFC.
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Figura 16: Andlise da razdo GSH/GSSG em homogeneizado de pulmé&o. Apresentacdo de seis
grupos experimentais: Controle, IFC, IFC + A, IFC + P, IFC + R e IFC + S. Os dados sé&o
apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam : *p < 0,05,
comparado ao grupo controle. ### p < 0,001, comparado ao grupo IFC (inalagdo da fumaca de
cigarro).

A analise da capacidade total antioxidante medida pela reacdo com o radical
DPPH revelou reducédo de 78 % no grupo IFC quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 18). JA nos grupos que receberam tratamento com estatinas
observou-se aumento de 53 % em IFC + A, 34 % em IFC + Re 45 % em IFC + S
guando comparado com o grupo IFC. O grupo IFC + P revelou valores similares ao

grupo IFC.
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Figura 17: Analise da capacidade total antioxidante pelo radical DPPH em
homogeneizado de pulmao. Apresentacdo de seis grupos experimentais: Controle, IFC,
IFC+ A, IFC + P, IFC + Re IFC + S. Os dados sdo apresentados em média + erro padréo
da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam: *p < 0,05, comparado ao grupo

controle. # p < 0,05, comparado ao grupo IFC (inalacdo da fumacga de cigarro).

A tabela abaixo mostra um resumo das analises bioquimicas entre o grupo
IFC comparado com os grupos IFC tratados com as diferentes estatinas e suas

respectivas diferencas estatisticas.
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Tabela 1. Tabela de andlises bioquimicas

Ensaio Objetivo IFC IFC+A IFC+P IFC+R IFC+S

MCP-1 Recrutamento de mondcitos 1 " ) !

KC Recrutamento de neutrofilos ) l l 1

Nitrite Oxido nitrico m W W Wl

ROS Espécies reativas de oxigénio 111 ! )
(principalmente anion

superoéxido)

SOD Defesa antioxidante, 111 []{ Ll Ll 1]
principalmente contra anion
superoxido

CAT Defesa antioxidante, 111 Ll

principalmente contra peroxido

de hidrogénio

GSH/GSSG Indicativo de estresse | ™M "1 "1 M1

oxidativo
DPPH Estado antioxidante potencial | 0 0 1
FOX Peroxidacdo lipidica (dano 11 ||| L L
oxidativo)

Tabela 1: Tabela comparativa entre os grupos tratados com estatinas X grupo FC. MCP-1, proteina
quiniotatica de mondcitos; KC, proteina derivada de queratindcito murino quimiocina (homologia
funcional de IL-8); ROS, espécies reativas de oxigénio; SOD, superoxido dismutase; CAT, catalase;
GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; DPPH, radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, e FOX, hidroperéxidos. Os dados foram expressos como média + SEM e foram

analisadas pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pos teste de bonferroni, com nivel de

significancia de 5%. |Reducéo em relacdo ao controle. TAumento em relagdo ao controle. | Redugéo

em relacéo ao IFC. TAumento em relagdo ao IFC. T p<0.05, 17 p<0.01 e 117 p<0.001 quando
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comparado com o grupo controle. T p<0.05, 11 p<0.01 e p<0.001 quando comparado com 0 grupo
IFC. Todas as andlises, exceto ROS, foram realizadas a partir de tecido pulmonar. N = 10 para todas

as analises.
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6. DISCUSSAO

Esse estudo mostrou pela primeira vez que as estatinas exercem alguns
efeitos benéficos contra a inflamacéo e o estresse oxidativo causado pela FC em
camundongos. Analisando-se os dados, pode-se perceber que o tratamento com
rosuvastatina foi a melhor opcao entre as estatinas utilizadas no tratamento da IPA
induzida pela FC, pois reduziu significativamente os marcadores pro-inflamatoérios e
de estresse oxidativo, sendo sua Unica excecdo atividade da enzima CAT, que
estava aumentada em relacdo ao grupo controle. Estudos anteriores mostraram um
potencial antiinflamatério e antioxidante do uso de estatinas (WANG, 2008; ZHU,
2012, KIM, 2007; HEEBA, 2009), mas o papel das estatinas na IPA induzida pela FC
ainda ndo estava bem esclarecido. Os resultados encontrados estdo de acordo com
outros estudos do nosso grupo nos quais a curta exposi¢cao a FC causa um aumento
do nimero de células inflamatérias pulmonares com um aumento correspondente da
peroxidacgéo lipidica (que provavelmente resultou da acdo de ERO) e o aumento de
marcadores redox (LANZETTI, 2008; VALENCA, 2009; MOURA, 2012).

O recrutamento de leucdcitos no pulmdo e um processo que leva em
consideracdo algumas etapas como ativacdo celular, adesdo firme ao endotélio,
seguida de migracado transendotelial e transepitelial (Reutersan, 2005). Esse
processo pode ser desencadeado pela acdo de ROS presentes na fumaca de
cigarros ou produzidos por células MN e PMN com ativacdo de fatores de
transcricdo como NFKB e AP-1 que estimulam a producdo de quimiocinas. Essas
uma vez ligadas a receptores especificos atraem células como macréfagos e
neutréfilos para os pulmdes além de promoverem a expressdo de moléculas de
adesdo possibilitando a migracdo das células para o sitio lesado (RAHMAN e
ADCOCK, 2006; BHALLA, 2009). N6s observamos que em comparacdo com O
grupo FC, o grupo FC+A reduziu o numero de leucécitos totais, MN e os niveis de
KC, mas ndo reduziu o niumero de PMN e de MCP-1. O surpreendente aumento de
MCP-1 seguido da reducdo do numero de MN se deve provavelmente a acgéo
sistémica da Atorvastatina em reduzir a expressao de receptores como CCR2 e
moléculas de ades&o como ICAM e VCAM pelos mondcitos e macrofagos impedindo
a ativacdo e a migracao para o sitio inflamatorio (FILDES, 2008; TEUPSER, 2001,
MONTECUCCO, 2009). Essa hipétese pode ser corroborada pelo fato de

atorvastatina atuar impedindo a formacdo do mevalonato, fundamental na via de
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prenilacdo que ativa farnesilfosfato e geranilgeranil fosfato, que uma vez ausentes,
reduzem a expressdo de CCR2 bem como a expressdo de moléculas de adeséo
(VEILLARD, 2006). J&4 o aumento do numero de neutréfilos e a diminuicdo de KC
observados podem ser explicados pelo fato dessa ou outras quimiocinas ndo serem
0 Unico tipo de moléculas quimioatrativos para neutrofilos. Nesse contexto,
eicosandides como o LTB4 sdo produzidos precocemente em relagcdo as
guimiocinas e possuem um tempo de meia-vida curto, apresentando um importante
papel de quimioatracdo para neutrofilos (MCDONALD, 1992; SADICK, 2011). Além
disso, altas doses de atorvastatina ndo foram capazes de impedir a formagéao de
LTB4 de neutrofilos (LYSGAARD, 2012). Adicionalmente, foram avaliados os niveis
NO que se estima ser produzido em reacdes inflamatérias de injuria pulmonar pela
INOS através de ativacdo celular apresentou-se aumentado (CHEN, 2001; ZHAO,
2009). Estudos anteriores sugerem que o aumento de NO pode ter acontecido pela
acdo de LTB4 que aumenta os niveis de NO provavelmente pela ativacdo de iINOS
observado em trabalhos com animais CXCL1 ;' (BATRA, 2012).

Para investigar os efeitos das estatinas no estresse oxidativo pulmonar
induzido pela fumaca de cigarro, foram determinados os niveis de ROS nos
leucdcitos do LBA. Observou-se aumento dos niveis de ROS no grupo FC e
somente 0s grupos rosuvastatina e sinvastatina apresentaram reducéo dos niveis de
ROS. Macréfagos e neutréfilos ativados pela FC geram ROS pela acdo da NADPH
oxidase (DODD; PEARSE, 2000; XIANG, 2010), contudo, tem sido demonstrado que
as estatinas reduzem a ativacdo de NADPH oxidase em macrofagos e em endotélio
(TERBLANCHE, 2007; CHEN, 2008). Ainda nesse contexto, as estatinas preveniram
a acao de Rac-1, a qual se liga ao p67phox e conduz a ativacéo do sistema NADPH
oxidase para aumentar a geracdo de ROS (WANG, 2008). Adicionalmente, por
aumentar os niveis de ROS no grupo FC, a resposta natural das células é aumentar
a atividade das enzimas antioxidantes para equilibrar o estado redox. Por isso, foi
observado um aumento na atividade da SOD e da CAT no grupo FC. Ja nos grupos
estatinas, todos apresentaram reducédo da atividade da SOD, mas somente 0 grupo

tratado com sinvastatina apresentou reducgéo da atividade da CAT.

Assim, em relacéo a reducéo de observada da SOD nos grupos especulou-se
que as estatinas pudessem talvez ter reduzido a atividade da enzima NADPH

oxidase diminuindo consequentemente as concentracdes de anion superéxido. Ao
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reduzi-lo ndo haveria o excessivo estimulo gerado pela FC e necessario a
superproducdo de SOD como defesa antioxidante. J& em relacdo ao aumento da
atividade de CAT observada, especulou-se que o dano oxidativo causado pelo
peréxido de hidrogénio pode ser mais prejudicial as estruturas biolégicas do que
anion superoxido. Essa hipotese tem sido sugerida por outros autores (BARGAGLI,
2009; WARD, 2010) que concordam com a ideia de que o anion superoxido é
rapidamente reduzido, enquanto peroxido de hidrogénio € mais estavel e pode
cruzar as membranas celulares. Nessa perspectiva, a capacidade das estatinas
prevenirem a producdo de peroxido de hidrogénio € mais importante do que a
capacidade de prevenir a producdo de anion superoxido. Assim, considerando o0s
resultados a respeito de SOD e CAT, o uso sinvastatina aponta para o combate a

acao tanto de anion superoxido quanto de peroxido de hidrogénio.

O dano oxidativo pode ser avaliado pela peroxidacéo lipidica, carbonilacdo de
proteinas e oxidagdo do DNA (CHOW, 1993; Paz-Elizur, 2005). Pra investigar o
dano oxidativo e o potencial impedimento dessa injuria pelas estatinas, o0s
hidroperoxidos totais foram analisados pelo método de FOX. A escolha dessa
andlise se deve ao fato das membranas celulares serem a primeira barreira contra o
estresse oxidativo gerado pela FC ou pelas células inflamatérias (PRYOR, 19983;
Kovala-Demertzi, 2009; KIM, 2007; CHOW, 1993). Assim, foi observado aumento
dos niveis de FOX no grupo FC pela acdo de moléculas e substancias pro-
oxidantes. Logo, todos os grupos tratados com estatinas (exceto pravastatina) foram
capazes de reduzir os niveis de hidroperoxidos (FOX) em camundongos expostos a
FC. Assim, especulou-se que as estatinas atuaram impedindo a acado de agentes
pré-oxidantes da FC nas membranas de células pulmonares. Nesse sentido, outros
estudos mostraram dados de reducdo da peroxidacdo lipidica pelo tratamento
também com estatinas (Al-Shabrawey, 2008; RAID, 2009). Em relacdo ao dado
encontrado no grupo FC + P, talvez o uso de uma dose diferente pudesse trazer o

efeito observado nos outros grupos.

Finalmente, par investigar o efeito das estatinas na capacidade antioxidante
total, foi avaliada tanto a razdo GSH/GSSG em amostras de pulmdo quanto a
capacidade antioxidante total das amostras de pulméao utilizando DPPH. Como a
GSH é o mais importante antioxidante ndo enzimatico nos pulmdes pode ser usada
como um indicador de estresse oxidativo (RAHMAN; ADCOCK, 2006; RAHMAN;
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KODE; BISWAS, 2006). Todos os tratamentos com estatinas aumentaram a razao
GSH/GSSG em camundongos quando comparados com o grupo FC. Esses
resultados sugerem que as estatinas preservam a reducdo GSH ou a producédo de
GSSG, possivelmente por impedirem a acdo de agentes oxidantes da FC que
reagiriam com GSH levando ao estado GSSG. Adicionalmente, os valores de DPPH
analisados nos pulmdes de camundongos foram restaurados em todos 0S grupos
tratados, exceto pravastatina. Esse dado sugere Otima acdo das estatinas contra o
radical DPPH e da indicios de que a reducdo da producdo de hidroperoxidos vista

anteriormente se deve a reacdo de substancias oxidantes com as estatinas.

Nesse estudo, utilizaram-se quatro diferentes estatinas: atorvastatina que é
lipofilica e sintética; pravastatina que é hidrofilica e derivada de fermentacéo;
rosuvastatina que é hidrofilica e sintética e sinvastatina que € lipofilica e derivada de
fermentacdo (WANG, 2008; MARON, 2000; TERBLANCHE, 2007). Como pode ser
observado na tabela 1, todas as estatinas reduziram pelo menos dois dos
marcadores pro-inflamatdrios testados e dois dos marcadores de estresse oxidativo
testados. Contudo, enquanto sinvastatina apresentou os melhores resultados
antioxidantes, rosuvastatina apresentou a melhor acédo contra o estresse oxidativo e

a inflamacéo pulmonar aguda induzida pela fumaca de cigarro.
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7. CONCLUSAO

Assim, esse estudo mostrou pela primeira vez que na comparacgéo de quatro
diferentes estatinas rosuvastatina foi a melhor escolha entre as testadas por conter a
inflamac&o pulmonar causada pela exposicdo a FC em camundongos, enquanto a
sinvastatina foi a melhor escolha por conter o estresse oxidativo pulmonar nas
mesmas condi¢bes. Contudo, ndo se pode dissociar inflamagdo de estresse
oxidativo nesse modelo experimental de IPA causada pela FC, pois esses efeitos
sao complementares. Logo, nds sugerimos, observando-se todos os resultados, que
rosuvastatina foi o melhor farmaco para nosso modelo experimental, pois conseguiu
atenuar ambos os parametros de inflamacao e estresse oxidativo. Nesse sentido, 0s
efeitos terapéuticos de Rosuvastatina devem ser testados em um estudo em longo
prazo com fumaca de cigarro para que sejam avaliados no enfisema pulmonar.
Infelizmente, na atualidade, ainda ndo existe farmaco para o tratamento dessa
doenca. No entanto, a acdo de rosuvastatina observada em nosso trabalho a
credencia como uma possivel nova alternativa ao combate das doencas
inflamatorias causadas pela FC. Nessa perspectiva, Rosuvastatina podera no futuro
ser utilizada ndo somente como um farmaco hipocolesterolémico, mas também no
combate as doencas inflamatérias e ligadas o estresse oxidativo relacionadas a

fumaca de cigarros.
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ARTICLE INFO ABSTEACT

Kepwords: Short term inhalation of cigarette smoke (C5) induces significant lung inflammation dee to animbalance
gﬂ:ﬂ'ﬁ_mﬂim of cxidant/antioxidant mechanisms, Acai frust [Futerpe oferecsa) has significant antioxidant and aniti-
adrve stress

inflammatory actions. The present study aimed to determine whether oral administration of an agai
stone extract (ASE) could reduce lung inflammation induced by O5. Thirty C5TEL/G mice were assigned
to three groups (n= 10 each): the Control + A group was exposed to ambient air and treated orally with
ASE 300 mg kgiday: the 5 group was exposed to smoke from & cigarettes per day for & days; and the
C5+ A group was exposed to smoke from & cigarettes per day for 5 days and treated orally with ASE
(300 mg/kg day ). On day 6, all mice were sacrificed. After bronchoalveolar lavage, the lungs were removed
for histodogical and biochemical analyses. The C5 group exhibited increases in alveolar macrophage [ AMs)
and neutrophil numbers (PMNs), myeloperoxidase [ MPOD], superoeeide dismastase (S0D), catalase [CAT),
and glutathione peroxidase activities (GPx), TNF-a expression, and nitrites levels in lung tissue when
compared with the control ones (p<0.001 for all parameters). The AMs, PMNs, MPO, 500, CAT, GPx
and nitrite were significantly reduced by oral administration of ASE when compared with C5 group
[p= 00D for all parameters, with exception of AMs p«<0.01). The present results suggested that systemic
administration of an ASE extract could reduce the inflammatory and oxidant actions of O5. Thus, the
results of this study in mice should stimulate future studses on ASE as a potential agent to protect against
CS-induced inflammation in humans.
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inflammatory response of the lungs. Cigarette smoke ((S) is a
complex admixture of more than 4700 chemical compounds and

Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one of the
leading causes of worldwide morbidity and mortality, It is pre-
dicted that COPD will rank the third most common cause of death
by 2020 (O'Donnell and Parker 2006; Sapey and Stockley 2006).
COPD is characterized by a slow, progressive, and largely irre-
versible limitation in airflow, This condition arises due to chronic
bronchitis and/or emphysema and is associated with an abnormal
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oxidants (Pryor and Stone 1993), CS is the major eticlogic factor
in the pathogenesis of COPD (Menezes et al, 2005). Although acute
lung inflammation (ALI) caused by CS exposure does not model all
aspects of COPD pathogenesis, the two processes do share certain
hallmarks, including accumulation of inflammatory cells such as
alveolar macrophages and neutrophils, and lung oxidative stress
(Silva Bezerra et al. 2006),

The presence of CS in lung tissue is responsible for a increases
the amount of oxidants in alveclar pockets from two sources;
first, C5 contains an impressive number of free radicals that are
deposited in alvecli; second, CS increases the number of inflam-
matory cells in alveoli, and these spontaneously release oxidants
(MacNee 2005). C5 contains oxidants and free radicals both in the
gas phase (alkyl, peroxil, nitric oxide, and superoxide anion) and




