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Modelo murino de enfisema induzido por
instilacao de elastase e exposicao a fumaca
de cigarro
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RESUMO

Objetivo: Descrever um modelo murino de enfisema induzido por exposicao a fumaca
de cigarro (FC) e instilacao de elastase pancreatica porcina (EPP). Métodos: Trinta e oito
camundongos C57BL/6 foram aleatoriamente divididos em quatro grupos: controle (uma
instilacao intranasal de solugao salina a 0,9%); EPP (duas instilacoes intranasais de EPP);
FC (exposicao a FC durante 60 dias) e FC + EPP (duas instilacoes intranasais de EPP +
exposicao a FC durante 60 dias). No fim do protocolo experimental, todos os animais
foram anestesiados e traqueostomizados para o calculo de parametros de mecanica
respiratoria. Em seguida, todos os animais foram sacrificados e seus pulmoes foram
removidos para a medicao da intercepcao linear média (Lm) e a determinacao do numero
de células imunorreativas a antigeno macrofagico (MAC)-2, metaloproteinase da matriz
(MMP)-12 e glicoproteina glicosilada de 91 kDa (gp91ph0ox) no parenquima pulmonar
distal e na regiao peribronquica. Resultados: Embora nao tenha havido diferencas entre
0S guatro grupos quanto aos parametros de mecanica respiratoria avaliados, houve
aumento da Lm no grupo FC + EPP. O numero de células positivas para MAC-2 na
regiao peribronquica e no parenquima pulmonar distal foi maior no grupo FC + EPP do
gue nos outros grupos, assim como o foi o numero de células positivas para MMP-
12 e gp91phox, porem somente no parenquima pulmonar distal. Conclusées: Nosso
modelo de enfisema induzido por instilacao de EPP e exposicao a FC resulta em um
grau significativo de destruicao parenquimatosa em um periodo de tempo menor que o
empregado em outros modelos de enfisema induzido por FC, o que reforca a importancia
do desequilibrio entre proteases e antiproteases e entre oxidantes e antioxidantes na
patogénese do enfisema.

Descritores: Tabaco; Modelos animais; Enfisema; Fenomenos fisiologicos respiratorios;
Lesao pulmonar.
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INTRODUGCAO representam melhor a patogénese do enfisema em seres
humanos, uma grande limitacdo desses modelos é que,
independentemente de quanto tempo 0s animais sejam
expostos a FC, o aumento alveolar resultante é leve
em comparagdo com o resultante de modelos animais
de enfisema induzido por elastase.(*> Dependendo da
dose, a instilagdo intratraqueal ou intranasal de elastase
pode resultar em enfisema grave em pouco tempo,*#7)
além de resultar em aumento significativo do tamanho
dos alvéolos, da quantidade de fibras de colageno e da

Modelos animais de enfisema tém sido amplamente
usados para que se compreenda melhor a patogénese da
doenga. Isso ocorre em virtude do fato de que estudos
com seres humanos concentram-se exclusivamente na
analise morfoldgica e molecular de fragmentos de tecido
pulmonar de pacientes submetidos a procedimentos
cirtrgicos ou sdo estudos in vitro realizados em um
Unico momento.

Os modelos de enfisema induzido por fumacga de
cigarro (FC) ou elastase sdo os mais usados modelos
murinos da doenca, e ambos sdo capazes de produzir
alteragdes patoldgicas semelhantes ao enfisema em seres
humanos. No entanto, como nenhum dos dois modelos
€ capaz de simular minuciosamente a doenga em seres
humanos, é importante compreender as vantagens e
desvantagens de cada um.®) Embora os modelos de
enfisema induzido por FC aparentemente sejam os que

quantidade de fibras eldsticas, o que sugere um processo
de remodelagdo do parénquima pulmonar.® No entanto,
a principal desvantagem dos modelos de enfisema
induzido por elastase € que eles ndo desencadeiam todos
os eventos fisioldgicos desencadeados pelos modelos de
enfisema induzido por FC; portanto, sua relevancia para
abordagens terapéuticas € limitada.®

Modelos animais de enfisema induzido por FC e elastase
tém sido usados ndo sé para elucidar as alteragdes
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estruturais do tecido pulmonar, mas também para
esclarecer os mecanismos de desenvolvimento do
enfisema. Embora a hipétese do desequilibrio entre
proteases e antiproteases ainda seja a mais amplamente
aceita para explicar a destruicdo parenquimatosa
caracteristica do enfisema,®'1) o estresse oxidativo
também deve ser levado em conta, ja que a carga de
oxidantes é maior em fumantes em resposta a compostos
presentes na FC.(*>'3) Na tentativa de reduzir o tempo
de exposigdo a fumaga necessario para induzir enfisema
e simular da melhor maneira possivel as caracteristicas
patoldgicas do enfisema em seres humanos, elaboramos
um modelo experimental de enfisema induzido por
instilacdo de elastase pancreatica porcina (EPP) e
exposigao a FC durante apenas 2 meses.

METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Humana e Animal da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, na cidade de
Sao Paulo (SP). Foram usados no estudo camundongos
C57BL/6 machos de seis a oito semanas de idade
e 20-25 g de peso. Todos os animais receberam
tratamento humanitario em conformidade com o Guia
de Tratamento e Uso de Animais de Laboratério do
National Institutes of Health dos EUA (Publicagdo n.
85-23 do NIH, revisada em 1996).

Para a inducdo do enfisema, os animais foram
anestesiados com xilazina e cetamina (i.m., 5 mg/kg
e 40 mg/kg, respectivamente) e entdo submetidos a
instilagdo intranasal de 50 pl de EPP tipo I (E1250;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), cuja dose foi
menor (isto €, 0,33 UI) que a usada em outros modelos
de enfisema induzido por EPP, ja que nosso objetivo
era induzir enfisema por meio de instilagao de EPP e
exposigdo a FC.(*) Os animais receberam um total de
duas doses de EPP (uma dose no dia 0 e uma dose
no dia 30). Os animais de controle receberam 50 pl
de solugdo salina a 0,9% (veiculo).

Para os animais expostos a FC, o protocolo comegou
no dia 1. Os animais foram expostos a FC em uma
camara de inalacdo de 28 | com duas entradas (uma
para o ar e outra para a fumaca), uma saida e uma
ventoinha para misturar melhor o ar e a fumaca dentro
da camara. Uma das entradas foi ajustada para fornecer
fluxo de ar sintético a 2 I/min e a outra para fornecer
fluxo de ar sintético proveniente de um sistema Venturi
conectado a um cigarro aceso, aspirando a FC para
dentro da cdmara. Era possivel alterar o fluxo de modo
a aumentar ou diminuir a quantidade de fumacga na
camara. Apds varias medicdes da concentracdo de
CO na camara, o fluxo foi ajustado para 1,5 I/min, o
que resultou em uma concentragdo de CO de 250-350
ppm. Os niveis de carboxi-hemoglobina foram mantidos
em 10 £ 1,3% em todos os camundongos expostos a
FC. Os animais foram expostos a fumaca proveniente
de 12 + 1 cigarros comerciais com filtro (cada um
contendo 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo e
10 mg de CO), com concentracao total de material
particulado = 411,4 + 30 pug/m? por dia. A duragéo da
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exposigdo foi de 60 min por dia (isto &, dois periodos
de exposigao de 30 min) 5 dias por semana durante 2
meses. Os camundongos de controle foram expostos
ao ar ambiente.®**

Trinta e oito camundongos C57BL/6 foram aleatoria-
mente divididos em quatro grupos (Figura 1):

1. controle (n = 9), formado por camundongos que
receberam uma instilagdo intranasal de solugdo
salina a 0,9% no dia 0 e foram sacrificados no
dia 60

2. EPP (n = 9), formado por camundongos que
receberam duas instilagdes intranasais de
EPP (uma no dia 0 e uma no dia 30) e foram
sacrificados no dia 60

3. FC(n = 10), formado por camundongos expostos
a FC duas vezes por dia 5 dias por semana durante
60 dias e sacrificados no dia 60

4. FC + EPP (n = 10), formado por camundongos
que receberam duas instilagdes intranasais de EPP
(uma no dia 0 e uma no dia 30), foram submetidos
ao supracitado protocolo de exposicdo a FC a
partir do dia 1 e foram sacrificados no dia 60

No fim do protocolo experimental, todos os animais

foram anestesiados profundamente com uma injegao
intraperitoneal de tiopental (70 mg/kg), traqueosto-
mizados e entdo conectados a um ventilador para
animais de pequeno porte (flexiVent™; SCIREQ,
Montreal, QC, Canada) cujos parametros foram volume
corrente = 10 ml/kg e FR = 120 ciclos/min. Todos
0s animais receberam uma injegdo intraperitoneal
de brometo de pancurénio (0,2 mg/kg) para evitar
0 aumento do trabalho respiratdrio.*> A impedancia
de entrada do sistema respiratdrio foi medida pela
técnica de oscilacdes forgadas, com aplicacdo de uma
perturbagdo de 16 s (com frequéncias de 0,25-9,125
Hz) e a valvula de expiracdo fechada.*® Foi gerada
pressdo, e a impedancia foi calculada em fungdo das
diferentes frequéncias. Para calcular parémetros de
mecanica respiratoria, como resisténcia das vias aéreas,
resisténcia tecidual e elastancia tecidual, usamos um
modelo de fase constante descrito anteriormente.®”)

Apos o calculo dos parametros supracitados, foi
realizada uma incisdo de 2 cm no abdome e os
animais foram sacrificados por exsanguinacao da aorta
abdominal. Em seguida, a parede toracica anterior foi
aberta e os pulmdes foram removidos em bloco e fixados
em formaldeido a 4% com pressdo constante de 20
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Figura 1. Cronologia do protocolo experimental. EPP:
elastase pancredtica porcina; e SS: solugdo salina.
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cmH,0 durante 24 h. Foi ent&o realizada a histologia
convencional. Em suma, espécimes do lobo inferior e
superior foram incluidos em parafina e cortados em
secOes de 5 um que foram coradas com hematoxilina
e eosina para medir a intercepgdo linear média (Lm),
que é um indicador do diametro alveolar médio.(®

0 tecido pulmonar foi imunomarcado com os seguintes
anticorpos: anticorpo monoclonal de rato antimacréfago
(MAC)-2 de camundongo (1:50.000; CEDARLANE®,
Burlington, ON, Canada); antimetaloproteinase da
matriz (MMP)-12 de camundongo policlonal de cabra
(1:500; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
CA, EUA) e antiglicoproteina glicosilada de 91 kDa de
camundongo policlonal de cabra (gp91phox; 1:300;
Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Foi usado o método
da biotina-estreptavidina-peroxidase. Os anticorpos
secundarios foram os kits ABC VECTASTAIN® anticoelho,
anticabra e antirrato (Vector Laboratories, Inc., Burlin-
game, CA, EUA), que também foram usados sem um
anticorpo primario, servindo de controle negativo.(*)

Para a histomorfometria, um reticulo ocular de 100
pontos de area conhecida foi colocado na ocular do
microscopio.?® Para cada animal, 20 campos ndo
sobrepostos de parénquima pulmonar foram sele-
cionados aleatoriamente e examinados por meio de
microscopia de luz (aumento: 200x). A Lm foi medida
por meio da contagem do nimero de vezes que as
linhas do reticulo interceptaram as paredes alveolares
e foi calculada por meio da seguinte equagdo:

Lm = Ltotal/NI

na qual Ltotal é a soma de todos os segmentos
do reticulo, calculada por meio da medicdo de cada
segmento com uma régua (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Alemanha) ao microscopio, e NI é a
média do nimero de vezes que as linhas interceptaram
as paredes alveolares. Todos os valores de Lm foram
expressos em micrometros (Um).

A histomorfometria também foi usada para determinar
0 numero de células imunorreativas a MAC-2, MMP-12
e gp91phox no parénquima pulmonar distal e na regido
peribronquica por meio de uma técnica de contagem
de pontos com o reticulo supracitado na ocular do
microscépio (aumento: 400x). Para cada animal,
foram selecionados aleatoriamente 15 campos de
parénquima pulmonar e 5 vias aéreas. Os resultados
foram expressos em células/pum?2,(21-24)

A andlise estatistica foi realizada com o programa
SigmaStat, versao 11 (Systat Software, Inc., San Jose,
CA, EUA). Os quatro grupos de camundongos foram
comparados por meio de ANOVA de uma via. As diferengas
foram consideradas significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS

No dia 60 do protocolo experimental, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os quatro
grupos de camundongos no tocante aos parametros
de mecanica respiratoria (isto €, resisténcia das vias
aéreas, resisténcia tecidual e elastancia tecidual;
Figura 2). A Lm foi maior no grupo FC + EPP do que

nos outros grupos (p < 0,05; Figura 3); o aumento
da Lm é um atributo marcante do enfisema pulmonar.

A Figura 4 mostra o numero de células positivas
para MAC-2 na regido peribronquica e no parénquima
pulmonar distal. Houve um aumento do nimero de
macréfagos na regido peribronquica (p < 0,05) e no
parénquima pulmonar distal (p < 0,005) no grupo
FC + EPP.

Nao houve diferencas significativas entre os quatro
grupos quanto ao numero de células positivas para
MMP-12 na regido peribronquica (Figura 5A). No
entanto, no parénquima pulmonar distal, o nimero de
células positivas para MMP-12 foi maior no grupo FC
+ EPP que no grupo controle (p = 0,007; Figura 5B).

O nUmero de células positivas para gp91phox na
regido peribronquica foi maior no grupo FC do que
nos grupos controle e EPP (p = 0,001; Figura 6A).
No parénquima pulmonar distal, o nimero de células
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Figura 2. Paréametros de mecanica respiratdria nos quatro
grupos experimentais, expressos em forma de média + ep.
Em A, resisténcia das vias aéreas (Raw); em B, resisténcia
tecidual (Gtis); em C, elastancia tecidual (Htis). Ndo houve
diferengas significativas entre os grupos experimentais
quanto aos parametros avaliados. EPP: elastase pancredtica
porcina; e FC: fumaca de cigarro.
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Figura 3. Intercepgdo linear média (Lm) nos quatro
grupos experimentais, expressa em forma de média + ep.
O grupo FC + EPP apresentou um aumento dos valores de
Lm em comparagdo com os outros grupos. EPP: elastase
pancreatica porcina; e FC: fumaca de cigarro. *p < 0,05
vs. controle, EPP e FC.
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Figura 4. Nimero de células positivas para macrofagos
(MAC)-2 nos quatro grupos experimentais, expresso em forma
de média £ ep. Houve um aumento do nimero de células
positivas para MAC-2 na regido peribronquica (em A; *p <
0,05) e no parénquima pulmonar distal (em B; *p < 0,005)
no grupo FC 4+ EPP em comparagdo com 0s outros grupos.
EPP: elastase pancreética porcina; e FC: fumaca de cigarro.

positivas para gp91phox foi maior no grupo FC que
no grupo controle (p = 0,03), além de ter sido maior
no grupo FC + EPP do que nos grupos controle e EPP
(p < 0,003; Figura 6B).

DISCUSSAO

No presente estudo, testamos um modelo experi-
mental de enfisema induzido por exposicao a FC em
curto prazo e instilagdo de EPP. Apds 2 meses, houve
aumento da Lm, bem como infiltracdo de macréfagos
na regido peribrénquica e no parénquima pulmonar
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Figura 5. NUmero de células positivas para metaloproteinase
da matriz (MMP)-12 nos quatro grupos experimentais,
expresso em forma de média £ ep. Ndo houve diferengas
entre os grupos experimentais quanto ao nimero de células
positivas para MMP-12 na regido peribronquica (em A). O
nimero de células positivas para MMP-12 no parénquima
pulmonar distal foi maior no grupo FC + EPP do que no grupo
controle (em B; *p = 0,007). EPP: elastase pancreatica
porcina; e FC: fumaca de cigarro.

distal, além de um aumento do nimero de células
positivas para MMP-12 e gp91phox no parénquima
pulmonar distal.

O fato de que ndo se observaram alteragdes funcionais
no presente estudo deve-se provavelmente ao fato de
que houve menos aumento alveolar em nosso estudo
do que em estudos com modelos de enfisema induzido
por EPP e doses mais elevadas de elastase®® ou em
estudos com modelos de enfisema induzido por FC
e periodos mais longos de exposicdo.(**) Além disso,
alguns estudos mostraram que a avaliagdo da mecanica
respiratoria ndo reflete a presenca de enfisema tdo
bem como a analise morfométrica.%2% Foronjy et al.?”
ndo observaram alteracOes da complacéncia pulmonar
ndo obstante a presenga de enfisema significativo,
sem correlagdo entre o enfisema medido pela analise
morfométrica e a complacéncia pulmonar. Os autores
concluiram que essa falta de correlacdo ocorre porque
0s mecanismos envolvidos no enfisema anatomico
podem ser distintos daqueles que causam a perda de
retracdo elastica.?”

O desequilibrio entre a atividade das proteases
e a das antiproteases no pulmado continua a ser o
mecanismo mais amplamente aceito para a destruigdo
do parénquima pulmonar no enfisema.(10:14,28-30)
Além disso, estudos demonstraram que as MMPs,
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Figura 6. Numero de células positivas para glicoproteina
glicosilada de 91 kDa (gp91phox) nos quatro grupos
experimentais, expresso em forma de média + ep. O niUmero
de células positivas para gp91phox na regido peribrénquica
foi maior no grupo FC do que nos grupos controle e EPP
(em A; *p = 0,001). No parénquima pulmonar distal, o
numero de células positivas para gp91phox foi maior no
grupo FC do que no grupo controle (em B; *p = 0,03) e
maior no grupo FC + EPP do que nos grupos controle e EPP
(em B; **p < 0,003). EPP: elastase pancreatica porcina;
e FC: fumaga de cigarro.

particularmente a MMP-12, desempenham um papel
importante no ataque aos componentes proteicos da
matriz extracelular do parénquima pulmonar.132

A MMP-12 é produzida principalmente por macréfagos
alveolares®? e é reconhecida como tendo um papel
importante no enfisema. Em um estudo, camundongos
com deficiéncia de MMP-12 foram expostos a FC
6 dias por semana durante 6 meses e ndao houve
aumento do nimero de macrdéfagos nem destruicdo
parenquimatosa.®* Além disso, ha relatos de aumento
da expressdao da MMP-12 nos macréfagos em fumantes
e de maior atividade da MMP-12 no escarro de pacientes
com DPOC do que no de fumantes sem limitagdo do
fluxo aéreo.(%3%

No presente estudo, houve um aumento de
macroéfagos na regido peribrénquica e no parénquima
pulmonar distal, bem como um aumento do niumero
de células positivas para MMP-12 em comparagao
com o grupo controle, porém somente no parénquima
pulmonar distal. Embora os niveis de MMP-12 tenham
sido mais elevados nos grupos EPP e FC do que no
grupo controle, a diferenca ndo foi significativa. Esses
achados sdo coerentes com as alteragdes estruturais
observadas no parénquima pulmonar distal.

No presente estudo, a Lm foi maior no grupo FC
+ EPP do que nos outros grupos. Ja se observou um
aumento semelhante na Lm, embora somente apos
6 meses de exposicdo a FC*> ou com o uso do dobro
da EPP usada no presente estudo.>37)

No presente estudo, o estresse oxidativo foi medido
pela determinacdo do numero de células positivas
para gp91phox, que é a subunidade de ligagdo ao
heme da NADPH oxidase geradora de superdxido.©®
A FC contém muitos oxidantes e espécies reativas
de oxigénio que promovem uma carga ambiental de
oxidantes, a qual é aumentada pela liberagéo adicional
de oxidantes provenientes de células inflamatorias,
culminando na destruigcdo de tecido corporal.(3*4% Os
macrdfagos alveolares liberam mais espécies reativas
de oxigénio em fumantes do que em ndo fumantes, e
a capacidade antioxidante plasmatica dos fumantes
¢ reduzida.®® No presente estudo, a exposicdo a FC
resultou em um aumento das células positivas para
gp91phox na regido peribronquica e no parénquima
pulmonar distal. O nimero de células positivas para
gp91phox na regido peribronquica foi maior no grupo
FC do que nos grupos controle e EPP. Além disso, houve
um aumento das células positivas para gp91phox no
parénquima pulmonar distal nos grupos FC e FC +
EPP. Esse aumento foi incrementado pelo uso tanto
de exposicdo a FC como de instilacdo de EPP, e a
presenca de aumento alveolar sugere que os oxidantes
desempenham um papel importante em nosso modelo
murino de enfisema.

Embora o estresse oxidativo tenha sido descrito como
um mecanismo importante no desenvolvimento do
enfisema,“**> demonstrou-se que a NADPH oxidase
desempenha um papel importante na coibicao da
atividade das MMPs nos macrofagos; a atividade in vitro
da MMP-12 é maior em macrdéfagos com deficiéncia
de oxidantes do que em macrdéfagos com gp91phox
nula e em macréfagos de tipo selvagem.“ Além
disso, demonstrou-se in vivo que camundongos com
deficiéncia de gp91phox podem apresentar enfisema
progressivo espontaneo semelhante ao observado
em animais de tipo selvagem expostos a FC.(“4) As
diferengas entre nossos resultados e os do estudo
supracitado“® podem ser decorrentes de diferengas
entre os protocolos experimentais empregados.

Nosso modelo de enfisema induzido por exposicdo a
FC e instilagdo de EPP resulta em um grau significativo
de destruigdo parenquimatosa em um periodo de tempo
menor que o empregado em estudos anteriores, o0 que
reforga a importancia do desequilibrio entre proteases
e antiproteases e entre oxidantes e antioxidantes na
patogénese do enfisema. Em virtude da diversidade
de modelos experimentais na literatura, € importante
escolher cuidadosamente o melhor modelo para cada
proposito. Um modelo murino de enfisema induzido
por exposicdo a FC e instilacdo de EPP pode ser dutil
para avaliar as alteragdes estruturais que ocorrem
durante os processos de destruicdo e remodelacdo
do parénquima pulmonar no enfisema.
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