UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
DEPARTAMENTO DE BIOFOTONICA APLICADA AS
CIENCIAS DA SAUDE

PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NO
DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE PULMONAR: EFEITOS

DO TRATAMENTO COM VITAMINA C E/OU
FOTOBIOMODULACAO

MARCIA RODRIGUES SILVA

Sao Paulo, 2018



MARCIA RODRIGUES SILVA

PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NO

DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE PULMONAR: EFEITOS
DO TRATAMENTO COM VITAMINA C E/OU
FOTOBIOMODULACAO

Dissertacdo apresentada ao Programa  de POs-
Graduacdo em Biofotonica Aplicada as Ciéncias da Saude
da Universidade Nove de Julho para obtencdo do Titulo
de Mestre.

ORIENTADORA: Dra ADRIANA LINO DOS SANTOS FRANCO

Séao Paulo, 2018



Silva, Marcia Rodrigues.

Papel do estresse oxidativo no desenvolvimento da fibrose
pulmonar: efeitos do tratamento com vitamina C e/ou
fotobiomodulacgéo. / Méarcia Rodrigues Silva.2018.

82f.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Nove de Julho -
UNINOVE, Séao Paulo, 2018.

Orientador (a): Prof. Dr2. Adriana Lino Dos Santos Franco.
Fibrose Pulmonar. 2. Paraquat. 3. Vitamina C. 4. Fotobiomodulacéo.
5. Inflamag&o Pulmonar. 6. Remodelamento das Vias Areas.
Franco, Adriana Lino Dos Santos. Il. Titulo

CDU 615.831




Sao Paulo, 11 de dezembro de 2018

TERMO DE APROVACAO

Aluna: Mércia Rodrigues da Silva

Titulo da Dissertagao: “Papel do estresse oxidativo no desenvolvimento da fibrose pulmonar: Efeitos do
tratamento com vitamina C e/ou fotobiomodulagéo”.

i

Presidente: PROF®. DR.? ADRIANA LINO DOS SANTOS FRANCO _ ¢

Membro: PROF®. DR®. CHISTIANE PAVANI @@V\AM @UO‘CLW&)

) .
Membro: PROF?. DR®. CAROLINE MERCANTONIO FERREIRA (/“"/\-’Q/»M




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus primeiramente por ter me dado saude e a oportunidade de poder
desenvolver este trabalho de Mestrado e a muitas pessoas queridas e amadas que fazem parte
da minha vida, que torceram por mim: meu querido esposo Marin e minhas filhas Stephanie
e Bruna; Sou grata também as minhas irmas Viviane e Valéria e principalmente aos meus
pais Marcilio e Vanda que nos ensinaram com tanto amor a sempre lutar pelos nossos ideais,

a olhar para a frente independente das dificuldades percorridas ao longo desta trajetoria.

Meus sinceros agradecimentos a minha orientadora e mestre Adriana Lino que foi
uma pessoa maravilhosa e que sempre com muito amor, paciéncia e dedicacdo, compartilhou

seus conhecimentos e sempre nos fez acreditar em nosso potencial.

Dedico este trabalho a todos voceés!



RESUMO

A fibrose pulmonar (FP) € uma doenca pulmonar crénica e progressiva caracterizada
por lesdo progressiva do parénquima pulmonar, infiltrado inflamatério e fibrose no intersticio.
E desencadeada pela excessiva e desordenada deposicdo de colageno e outros componentes
de matriz extracelular, resultando em severas mudancgas na arquitetura da parede do alvéolo.
Diversos fatores podem desencadear FP dentre eles a exposic¢do a agentes quimicos como o
Paraquat. Em funcédo da auséncia de um tratamento eficaz, o objetivo do estudo foi investigar
0 efeito do tratamento com vitamina C e/ou Fotobiomodulagdo sobre o curso da FP. Para
tanto, foram utilizados camundongos C57BL6 submetidos a inducédo de FP pela administracdo
de Paraquat (10mg/Kg, ip) e apds 7 dias da inducdo, os camundongos foram tratados com
Vitamina C (150mg/kg, ip) e/ou Fotobiomodulacdo com LED (660 nm, 1x/dia, 5 dias
consecutivos, 150s). Nossos dados mostraram que tanto o LED quanto a Vit C isoladamente
reduziram o nimero de células recrutadas no pulmdo e que a associa¢do da VitC+LED néo
produziu efeito adicional. Em relacdo aos mediadores inflamatorios avaliados, nossos dados
mostraram que o tratamento com Vit C foi mais eficiente que o LED. Nossos dados mostraram
niveis elevados de SOD e catalase apds o tratamento com vitamina C, enquanto a mesma nao
foi capaz de reverter a elevada resposta contratil traqueal. Em conclusdo, nossos resultados
mostraram que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo de inflamacdo e deposicéo
de colageno nos pulmdes ap0s a fibrose pulmonar induzida por PQ; e a vitamina C parece
ser uma ferramenta importante para o tratamento dessa intoxicacdo. Vale ressaltar que a
vitamina C é barata e pode ser um agente vidvel a ser empregado como terapia. Ainda, a
associacdo da Vit C com o LED ndo estd mostrando efeitos adicionais que justificariam seu

uso.

Palavras-chave: Fibrose pulmonar; Paraquat; Vitamina C; Fotobiomodulacgéo; Inflamacao

pulmonar; Remodelamento das vias areas.



ABSTRACT

Pulmonary fibrosis (PF) is a chronic and progressive lung disease characterized by
progressive lesion of the lung parenchyma, inflammatory infiltrate and interstitial fibrosis.
It is triggered by excessive and disordered deposition of collagen and other extracellular
matrix components, resulting in severe changes in the architecture of the alveolus wall.
Several factors can trigger PF including the exposure to chemical agents such as paraquat
(PQ). Considering the absence of an effective treatment for FP, the objective of the present
study was to investigate the effect of treatment with vitamin C and/or photobiomodulation
(LED) on the course of PF. For this, C57BL6 mice were submitted to the induction of PF
by the administration of PQ (10mg/kg, ip) and after 7 days of the induction, the mice were
treated with Vitamin C (150mg/kg, ip) and/or irradiated with with LED (660 nm, 1x/day,
for 5 consecutive days, 150s). Our data showed that both, LED and Vit C treatments
isolated reduced the number of cells recruited into the lungs, and VitC+LED association
did not produce any additional effect. Regarding the inflammatory mediators, our data
showed that VitC treatment was more efficient than LED treatment. Our data showed
elevated levels of SOD and catalase after treatment with vitamin C, while it was not able
to revert the high tracheal contractile response. In conclusion, our results showed that
oxidative stress can be a mechanism of inflammation and deposition of collagen in the
lungs after the pulmonary fibrosis induced by PQ; and vitamin C appears to be an important
tool for the treatment of this intoxication. It is noteworthy that vitamin C is inexpensive
and may be a viable agent to be employed as therapy. Still, the association of Vit C with

the LED is not showing additional effects that would justify its use.

Keywords: Pulmonary fibrosis; Paraquat; Vitamin C; Photobiomodulation; Pulmonary

inflammation; Airways remodeling.
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1. INTRODUCAO

1.1 FISIOPATOLOGIA DA FIBROSE PULMONAR

Dentre as doengas pulmonares, a fibrose pulmonar (FP) é uma importante doenca
com carater progressivo e cronico cuja etiologia pode estar relacionada a exposi¢do a
xenobidticos como paraquat, bleomicina, silica entre outros. No entanto sua maior causa
na maioria das vezes € desconhecida. A FP tem alta incidéncia apresentando
consideravel morbidade e mortalidade *. E uma doenga com pobre prognéstico, com tempo
de sobrevida médio de 2.5 a 3.5 anos ap6s o diagnostico. E o curso clinico da evolugéo da
doenca varia de paciente para paciente, podendo ser de lenta a rapida sua progressdo 2. Os
sintomas sdo geralmente inespecificos como tosse seca e dispnéia progressiva. No exame
fisico notam-se estertores do tipo velcro nas bases pulmonares e o baqueteamento digital.
Sua predominancia € no sexo masculino (1,7:10) e sua frequéncia aumenta com a idade
(acima de 70 anos) °.

Os mecanismos operantes na FP ainda néo estdo totalmente estabelecidos. Sabe- se
que existem trés principais mecanismos: inflamacgéo e sistema imune, estresse oxidativo e
fatores pro - coagulantes . A FP ¢ caracterizada por lesdo progressiva do parénquima
pulmonar, infiltrado inflamatdrio e fibrose no intersticio. E desencadeada pela excessiva e
desordenada deposicdo de colageno e outros componentes de matriz extracelular,
resultando em severas mudancas na arquitetura da parede do alvéolo. Consequentemente,
esta deposicao acarreta no remodelamento pulmonar, perda da funcdo da unidade capilar
alveolar e faléncia respiratéria °. Ainda, o acimulo de exsudato vascular e células
inflamatorias dentro do espaco alveolar causa injuria epitelial. Esses exsudatos aumentam
a proliferacdo de fibroblastos residentes e sua diferenciagdo em miofibroblastos
(fibroblastos ativados que secretam grandes quantidades de colageno) . As células
epiteliais também adquirem relevancia nesta patologia, uma vez que também podem se
transformar em fibroblastos/miofibroblastos, fendmeno denominado de transformacéo
epitelial-mesenquimal ’.

Apesar de controvérsias, evidéncias sugerem importante papel das células
inflamatdrias no desencadeamento de fibrose. Nesse sentido pesquisadores mostraram que
pacientes com FP experimentam episddios inflamatorios os quais se relacionam com a
progressdo da doenca 8. Ainda, a apoptose representa importante papel na regulagio da

magnitude da resposta inflamatdria bem como no processo de resolugéo.



Deste modo, mediadores inflamatérios como IFN-y, IL-2, IL-6, leucotrienos entre outros
podem inibir apoptose de neutréfilos prolongando assim sua sobrevida e amplificando
a inflamagéo °

fibrose pulmonar através da producdo de TNF-o, IL-6, IL-1B, IL-8, TGF-B,

. Macrofagos sdo também células criticas para o desenvolvimento da

metaloproteinases entre outras.

A resposta fibrética tem seu inicio imediatamente ap6s a leséo, visando a reparagao
do tecido. O acimulo de células inflamatérias e a entrada de plasma nos espagos alveolares
alteram o microambiente alveolar, conduzindo a evolucdo do remodelamento tecidual
para a fibrose progressiva. Durante o processo de reparo no tecido pulmonar, ha acimulo
de TGF-p produzido pelas células inflamatorias. O TGF-f é importante para a diferenciacdo
do fibroblasto em miofibroblasto. Apos diferenciacdo do miofibroblasto induzido por TGF-
B, a sintese e secrecdo de fibras colagenas sdo substancialmente aumentadas e a deposi¢ao
de colageno desordenada pode causar o remodelamento pulmonar *°. Além disso, 0 TGF-
B p um importante sinalizador para indugdo de IL-17 sendo esta citocina também
responsavel pelo desenvolvimento de fibrose pulmonar . A IL-17 é uma citocina
importante para promover o recrutamento de neutrofilos e parece se relacionar com a
mortalidade precoce em pacientes com FP 2. O TNF alfa é uma citocina que estimula a
proliferacdo de fibroblastos e regula deposicdo de colageno. A IL-6 é uma citocina
inflamatéria produzida por varios tipos de células e estudos mostram que sua inibicdo
diminui a fibrose pulmonar em modelo murino, também os niveis de IL-6 sdo considerados

importantes para avaliar a progressdo da FP 1314,

A FP pode ser induzida experimentalmente. Nesse sentido, no presente projeto a FP
foi induzida pela administracdo de Paraquat. A inducdo de FP por PQ consiste em um
importante modelo experimental usado para investigar a fisiopatologia da FP uma vez que
reproduz a fisiopatologia da doenca humana a qual é caracterizada por aumento de
neutrofilos e macrdéfagos no espaco alveolar, ativacéo de células epiteliais e fibroblastos e
aumento da deposicdo de fibras de colageno no parénquima pulmonar °.

O Paraquat (N , N-dimetil-4,4'-bipiridinio, dicloreto de PQ) é um herbicida de
contato ndo seletivo com fungdo de combater plantas daninhas provocando alteracfes
fisiolégicas severas amplamente utilizado nos paises em desenvolvimento apesar de ser
altamente toxico para os seres humanos e animais, o qual é responsavel por uma alta taxa
de mortalidade resultante da ingest&o acidental ou voluntaria **’. Ainda, é um sal solGvel

em agua, ndo € volatil, explosivo ou inflamavel em solugdo aquosa *8.
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Geralmente o PQ é comercializado como Gramoxone®, Gramocil®, Agroquat®,

Gramuron®, Paraquat®, Paraquol® e também em misturas com outros principios ativos,
como o Secamato®. Os seus sais sdo eletrolitos fortes que, em solucdo, dissociam-se em
uma grande quantidade de fons positivos e negativos °.

Seu nome comum é Paraquat (Paraquate), com nomenclatura quimica de 1,1'-
dimethyl4,4'-bipyridinium, formula bruta com C*?H**N? e formula estrutural.

O principal 6rgao afetado pela toxicidade de PQ é o pulmé&o, onde é acumulado
através de um processo de transporte ativo em células claras e células epiteliais alveolares
tipo I e tipo 1l. Seus efeitos iniciais sdo edema pulmonar, infiltragdo de células inflamatdrias
e danos ao epitélio alveolar, seguido da resultante fibrose pulmonar e insuficiéncia
respiratoria 202,

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E FIBROSE PULMONAR

A formacdo excessiva de espécies reativas do oxigénio (ERO) e do nitrogénio
(RNS) pode sobrecarregar a capacidade dos mecanismos de defesa antioxidante
enzimatica (superdxido dismutase, catalase e glutationa redutase) e ndo enzimaticos (acido
urico, acido ascorbico, a-tocoferol) causando o desenvolvimento do estresse oxidativo e
consequentemente muitas doengas devido ao dano oxidativo a uma variedade de
moléculas biolégicas importantes, como lipidios, DNA e proteinas 2.

Estudos clinicos sugerem que o0 estresse oxidativo também desempenha
importante papel na FP 23, Niveis elevados de biomarcadores como, como isoprostanos s&o
encontrados em pacientes com FP. Em contraste, importantes antioxidantes tais como a
glutationa estdo diminuidos no LBA de pacientes com FPI (Fibrose Pulmonar Idiopatica)
24.

Além disso, o estado redox das células pulmonares modula a expressdo de matriz
extracelular (MEC), a qual exerce importante papel tanto em processos fisioldgicos
quanto patologicos incluindo a fibrogénese pulmonar 2° 26, Pacientes com FP apresentam
estresse oxidativo, o qual desencadeia sinalizacdo intracelular induzindo fibro-proliferacao
e expressao de fatores pro-fibroticos 27-28,

A expressdo de MEC é controlada durante o desenvolvimento do 6rgdo e por toda vida
adulta. Injuria tecidual desencadeia inflamacdo, estresse oxidativo e também regula a
expressao e degradacdo de MEC. Normalmente, ap0s a cessacao da injdria ha uma inibicéo

da expressdo de MEC e o tecido restabelece sua homeostasia caracterizando um processo



4
de reparo adaptativo. Entretanto, quando a injuria € exacerbada ou persistente pode haver

um descontrole na expressdo de MEC levando a um aumento na formacéo de tecido
fibrotico ocasionando a perda da arquitetura e consequientemente funcdo do 6rgao. Nesse
sentido, o estresse oxidativo é importante contribuidor para o descontrole desta resposta
que é caracterizada por um reparo mal adaptativo. Reacdo redox pode estimular a expressdo
de MEC por mecanismos de ativacao da cascata de sinalizagdo redox em resposta a fatores
pro-fibréticos, ativacdo de fatores de transcricdo e/ou eventos epigenéticos que dirigem a
transcricdo de MEC e oxidacdo do potencial redox de grupos tidis.

A fibrose pulmonar € caracterizada por um desequilibrio redox pulmonar associado a
inflamacdo. A sinalizacdo redox no meio extracelular estimula a expressdo de integrinas
e outras moléculas de adesdo incluindo ICAM-1, VCAM-1, P-selectin e E- selectin que sao
importantes para o processo de inflamagéo °.

Para restaurar o equilibrio, 0 uso de antioxidantes pode ser preconizado como
terapia®®. Intervengbes no balango oxidante-antioxidante apresentam redugdo na

progressdo da doenca em modelos animais experimentais de injdria pulmonar 3% 32 33,

Apesar de alguns estudos apontarem para o importante papel do estresse oxidativo

no desenvolvimento da FP, as intervencdes neste sistema ainda sdo controversas 3.

Considerando a relevancia do estresse oxidativo na FP, estudos tém focado no
restabelecimento do balanco oxidante/antioxidante como um alvo importante para o
tratamento da FP com resultados promissores. A juncdo do sistema de defesa endégeno e
exdgeno mantém a homeostase redox e € essencial para a saude.

O sistema de defesa enddgeno inclui catalisadores enziméaticos (por exemplo,
superdxido dismutase, catalase) e ndo enzimaticos, de baixo peso molecular (como a
glutationa e o &cido ascorbico).

A patogénese de muitas doencas graves como cancer, fibrose pulmonar e doenca
cardiaca isquémica, inclui o estresse oxidativo que pode interferir no processo de
angiogénese (formacéo de novos vasos sanguineos) que originam-se do existente.

Os antioxidantes sdo responsaveis pela reducdo do estresse oxidativo e na
influéncia na neovasculariza¢do, modulando o progresso e os resultados da terapia nas
doencas em que esses processos desempenham um papel importante 3. Assim, estudos que

visem avaliar o papel de antioxidantes no desenvolvimento da FP adquirem relevancia.

1.3 VITAMINA C E FIBROSE PULMONAR
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A Vitamina C, tambem conhecida como acido ascorbico, possui funcdes

pleiotropicas relacionadas a sua capacidade de doar elétrons. Ela é encontrada na natureza
sob duas formas: reduzida ou oxidada (&cido deidroascorbico); ambas sdo igualmente
ativas, poréem a forma oxidada estd muito menos difundida nas substancias naturais. A
transformacédo do Acido Ascorbico em acido deidroascérbico ocorre normalmente no
interior do organismo e é reversivel, permitindo que uma de suas substancias possa sempre
ser transformada na outra. Essa capacidade de transformacdo funciona como um sistema
oxido-redutor capaz de transportar hidrogénio nos processos de respiracao, no nivel celular.
A vitamina C é um potente antioxidante hidrossolivel que contribui para a defesa
de varias doencas causadas por danos oxidantes nos tecidos, sendo recomendado a ingestéo
de vitamina C em seres humanos para sobrevivéncia . Tem como fun¢do formar barreira
epitelial contra patdgenos e promover a eliminacdo de oxidantes da pele, protegendo contra
0 estresse oxidativo ambiental. A vitamina C se acumula em células fagocisticas, como 0s
neutrofilos, e pode melhorar fagocitose, a quimiotaxia, diminuir a formacao de espécies
reativas de oxigénio e, finalmente, a morte microbiana sendo recomendada como
prevencao profilatica, a ingestdo dietética de vitamina C em torno de 100-200 mg /dia*’.
Estudos demonstraram que a administracéo de antioxidantes no tratamento de ratos
com FP pode atenuar a alveolite, fibrose, apoptose e o estresse oxidativo pulmonar,
aumentando a expressdo de enzimas antioxidantes, incluindo quinona éxido redutase,
heme oxigenase, superoxido dismutase e catalase . A terapia antioxidante combinada
pareceu ser uma terapia segura e eficaz para pacientes com FPI, o que proporciona um
efeito mais benéfico em termos de capacidade vital e na capacidade de difusdo do monoxido
de carbono *°. A diminuicdo do antioxidante superéxido dismutase 3 extracelular (SOD3)
contribuiu para a incidéncia de doencas pulmonares inflamatorias e fibréticas e que a
redistribuicdo do SOD3 como resultado do polimorfismo de um Unico nucle6tido R213G
protege os ratos da fibrose induzida por bleomicina e do PH secundario por uma melhor

resolucéo da inflamac&o alveolar 4°.

1.4 FIBROSE PULMONAR E FOTOBIOMODULAGCAO

Diversos estudos tém possibilitado uma melhor compreenséo a respeito das diversas
facetas da FP. A medida que o conhecimento se acumula, ha também um aumento de
possiveis alvos terapéuticos. Nesse sentido, pesquisas atuais tém proposto como alvos
terapéuticos para a FP quimiocinas angiogénicas, eicosanoides, endotelina- 1, fatores de

crescimento, interleucinas e seus receptores (IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a e
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TGF-B), produtos de oxidagdo, sistema renina-angiotensina-aldosterona, Metallopeptidase

inhibitor (TIMP) e tirocinases. Além da busca por novos alvos, ha também pesquisas
buscando tratamentos alternativos que possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Sendo assim, terapias que melhorem o desconforto respiratorio de pacientes com doencas
respiratdrias e também reduzam os custos despendidos sdo de grande

importancia.
A fototerapia emerge como uma terapia  alternativa ou  coadjuvante,
apresentando bons resultados para diversas doencas com carater inflamatorio, incluindo
doencgas pulmonares. Dentre as terapias usadas para patologias que acometem o pulmao, o

laser de baixa poténcia (LBP) tem se destacado devido suas a¢des anti-inflamatérias e

antioxidantes, ao baixo custo e a auséncia de efeitos colaterais 41424344
E uma promissora terapia que tem sido pouco estudada é a LED terapia.

LED (Light Emitting Diode) s&o diodos semicondutores com emissdo de luz
monocromatica, ndo coerente e ndo colimada, o que a difere da luz LASER . Entretanto,
a led terapia tem se mostrado tao eficiente quanto a laser terapia, ja que a coeréncia da luz
do LASER ndo é responsavel pelos efeitos da terapia, haja vista que esta propriedade se
perde nas primeiras camadas de tecido bioldgico “6. A luz LED possibilitou uma alternativa
eficaz ao laser, uma vez que pode ser produzida através de multiplos arranjos em forma de
cluster, abrangendo desta forma, &reas maiores, com mais poténcia e menor custo.

Estudos mostram que a terapia com LED gera efeitos semelhantes quando
comparados ao LASER #7- 4849,

Com relagdo ao uso do LED para tratamento de doencas pulmonares, ha poucos

estudos na literatura, os quais vém sendo realizados pelo nosso grupo %552, Assim, temos
mostrado que o tratamento com LED tem efeitos benéficos em modelos experimentais de

asma, de sindrome do desconforto respirat6rio agudo e de fibrose pulmonar.
Recentemente >3 mostraram que o tratamento com LED em modelo experimental de FP
reduz a migracéo celular, a elastancia pulmonar e a producao de colageno no tecido
pulmonar, os quais sdo parametros importantes para o desenvolvimento e progressao da FP.
Ainda, °>* mostraram reducéo no influxo de células para o espaco alveolar, producéo de
muco, edema e menor resposta contratil da traquéia em modelo experimental de asma e tais
efeitos foram modulados por IL-10, IFN-y e mastocitos. Mostraram ainda, que o tratamento
com LED reverteu a inflamag&o pulmonar aguda induzida por LPS *°. Assim, esses dados

apontam para os efeitos promissores do LED para o tratamento de doengas pulmonares
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incluindo a FP, constituindo uma ferramenta ndo medicamentosa que podera refletir numa

melhoria na qualidade de vida dos pacientes.

Deste modo, é razoavel admitir que a LED terapia associada ao tratamento com
antioxidante ou como monoterapia possa ser eficaz na reducdo do estresse oxidativo
observado na FP, sobretudo modulando a atividade dos fibroblastos.



2. OBJETIVOS

Considerando que a FP é uma importante doenca pulmonar que apresenta alta
incidéncia com significativa morbidade, mortalidade e cujo tratamento disponivel ndo é
eficaz, o presente projeto visou investigar os efeitos do tratamento com vitamina C e/ou
fotobiomodulacdo (LED) sobre o curso da FP. Para tanto, foram investigados 0s parametros

abaixo:

« A inflamagdo pulmonar foi avaliada através da contagem de células

totais diferenciais presentes no lavado bronco alveolar;

« Avaliacdo de edema pulmonar;

« Quantificacdo de mediadores inflamatorios (TNF-o, IL-6, IL-17)
e antiinflamatérios (IL-10) no homogenato pulmonar bem como
mediadores pré-fibréticos (TGF-B e metaloproteinase 9);

« A resposta maxima contratil da traquéia foi também investigada

frente estimulo colinérgico;

« Producdo de colageno no tecido pulmonar;

« Quantificacdo de enzimas antioxidantes no tecido pulmonar.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6 (20g) provenientes do biotério de
criagdo da Universidade Nove de Julho e foram mantidos no biotério de
experimentacdo da mesma Universidade sob condig¢Ges controladas de umidade (50%-
60%), luminosidade (12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C). O projeto foi
aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal da Universidade Nove de
Julho com protocolo n°® AN0017. 2016 (ANEXO 1).



3.2 MODELO EXPERIMENTAL DE FIBROSE INDUZIDA POR PARAQUAT

A fisiopatologia da FP pode ser experimentalmente induzida em animais de
laboratério usando uma substancia chamada Paraquat (PQ), um herbicida amplamente
utilizado que pode causar toxicidade grave em humanos, tendo o pulméao como 6rgéo alvo
primario, e progride irreversivelmente para alveolite difusa seguida de extensa
fibrose pulmonar, levando a baixos indices de sobrevivéncia e prognéstico °5°7. Deste
modo, 0s animais receberam PQ (10mg/Kg) por via intraperitoneal, dose Unica. E 0s
experimentos foram conduzidos apds 14 dias. Conforme o estudo citado, este é o periodo

necessario para que o FP seja estabelecida.

3.3 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULACAO

Os animais foram irradiados com LED (parametros estdo descritos na tabela
abaixo), 7 dias ap0s a inducdo de FP (1 vez ao dia durante 5 dias). O aparelho respiratorio
foi irradiado durante 2 min e 30 seg. encostando o Spot de 4.15 cm? diretamente na pele do
camundongo. A irradiacdo abrangeu assim a traquéia e os dois lobos pulmonares. O
aparelho utilizado foi o BioLambda LEDsabr- Model BlackBox Min.

TABELA DE PARAMETROS DOSIMETRICOS

PARAMETROS DOSIMETRICOS
1. Poténcia Radiante 160 mW
2. Emissdo Continua (cw)
3. Comprimento de onda 660nm +20nm
4. Exposicdo Radiante Total 24
5. Area de feixe saida ou spot area 4,15cm?
6. Densidade de energia 5,8 J/cm?
7. Densidade de Poténcia 38,5 mW/cm?
8. Tempo de exposicao 150s
9. Pontos irradiados 1 ponto
10. Método de Irradiacéo Contato direto na pele
11. Localizagdo anatbmica Traquéia e pulmdes
12. Ritmo de irradiacdo Pontual
13. NUmero de tratamentos 5 dias consecutivos
14. Propriedades 6pticas do tecido Tecido pulmonar Camundongo C57BL6




10

3.4 TRATAMENTO COM VITAMINA C

Durante o tratamento, 0s animais do grupo da vitamina C receberam somente a
vitamina C (150mg/kg), por via intraperitoneal e o grupo da vitamina C e LED recebeu
concomitantemente a vitamina C (150 mg/kg i.p.) o tratamento com LED durante 5 dias

consecutivos.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Grupo Basal: grupos de camundongos ndo manipulados

Grupo F: grupos de camundongos com FP

Grupo F+LED: grupos de camundongos com FP e tratados com LED

Grupo F+Vit C: grupos de camundongos com FP e tratados com vitamina C

Grupo F+Vit C+LED: grupos de camundongos com FP e tratados com vitamina C e

LED
3.6 CONTAGEM DE CELULAS TOTAIS E DIFERENCIAIS PRESENTES NO

LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

Apds 5 dias do tratamento com Vit C e/ou LED (grupos F+LED, F+VitC e

F+Vit C+LED) ou apds 14 dias da inducéo de fibrose (grupo F), os animais foram
anestesiados com Ketamina e Xilazina (100 e 20mg/kg) e as células (mononucleares e
polimorfo nucleares) presentes no espago bronco alveolar foram obtidas pela técnica de
lavado bronco alveolar (LBA) !*. Para tanto, a cavidade peritoneal foi exposta para
realizacdo do dessangramento da aorta abdominal. Foi feita incisdo longitudinal na regiéo
cérvico-ventral e a traquéia foi exposta e canulada. Acoplou-se a canula uma seringa pela
qual foi realizada a lavagem do espago alveolar em etapas, injetando-se lentamente um
volume de 0,8 ml de PBS seguindo da aspiracdo do mesmo contetido, acompanhado de
delicadas massagens no pulméo. Esse procedimento foi repetido até que fosse recuperado
um volume de 1,5 ml. O LBA obtido foi centrifugado por 10 min a 1.500 rpm. O

sobrenadante foi armazenado para dosagem de mediadores inflamatorios e
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antiinflamatdrios e o pellet ressuspenso em 1 ml de PBS para contagem de células totais

em camara de Neubauer. A contagem diferencial foi feita por citometria de fluxo.

3.7 ANALISE DE EDEMA PULMONAR

Ap0s eutanasia, os pulmdes foram removidos e o lobo direito pesado. A seguir 0
tecido foi levado a estufa de 37° C durante 7 dias e entdo o pulmao foi novamente pesado.

O edema foi avaliado indiretamente pela razdo do peso Umido pelo peso seco.

3.8 QUANTIFICACAO DE MEDIADORES NO HOMOGENATO DE TECIDO
PULMONAR

Os mediadores inflamatérios (IL-6, IL-17 e TNF-alfa), antiinflamatério (IL-10) e
pro-fibréticos (TGF-B e MMP9) foram quantificados por ELISA em amostras de
homogenato pulmonar. Para tanto, foram utilizados Kits Duo Set disponiveis
comercialmente da Biolegend e da R & D system. Os ensaios foram conduzidos de acordo
com as normas do fabricante. Os homogenatos foram armazenados a -80°C até as

quantificacbes serem realizadas.

3.9 AVALIACAO DA REATIVIDADE TRAQUEAL IN VITRO

A forca isométrica de contracdo foi quantificada em anéis de traquéia montados em
banho para 6rgéo isolado de 15 mL, por meio de dois ganchos de ago. A contracdo méaxima
foi determinada utilizando um transdutor de forca de deslocamento acoplado a sistema de
aquisicdo de dados (Powerlab®, LabChart, AD Instruments). Para tanto, anéis de traquéia
foram suspensos em solucéo de Krebs-Hanseleit (KH) continuamente aerada (95% O- e 5%
de CO,) a 37°C. Apo6s um periodo de equilibrio de 40 segundos, a tensdo traqueal foi
ajustada para 0,5 g e a viabilidade dos tecidos foi determinada através da substituicdo da
solucéo de KH por KCI 60 mM. Em seguida, o tecido foi lavado e administrado na cuba o
agonista colinérgico (metacolina, MCh) na dose de 10- 3M, a fim de se obter uma resposta

contractil maxima.
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3.10 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE COLAGENO NO TECIDO

PULMONAR

Apbs anestesia, os pulmdes foram removidos e fixados em solucdo de formalina
10% por 24 h. Apos este periodo os pulmdes foram submetidos as analises histologicas.
Para tanto, as laminas foram coradas com picrossirius para quantificacdo da deposicao de
colageno. Foi utilizada a técnica histomorfométrica e de analise de imagem. A analise de

colageno foi feita por imagem usando o programa Image Pro plus.

3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE E SUPEROXIDO DISMUTASE
EM TECIDO PULMONAR

As atividades das enzimas catalase (CAT) e superéxido dismutase foram
determinadas em homogenato pulmonar por ELISA de acordo com o fabricante (Cayman,
Michigan, USA).
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das amostras foram submetidos a analise de varianga (ANOVA) seguida
de pos-teste Student Newman-Keuls para comparacao de todos pares de colunas. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando Graph Pad prism Software V.5. Os resultados
foram expressos como média +DP (desvio padrdo). Onde, os valores de P<0,05 foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 TRATAMENTO COM VIT C E/OU LED REDUZ RECRUTAMENTO CELULAR
PULMONAR EM MODELO DE FIBROSE PULMONAR INDUZIDA POR PARAQUAT

A Figura 1 (Painel A) mostra que os tratamentos com Vit C ou LED isoladamente
ou em conjunto foram eficazes em reduzir o numero de células totais migradas para o LBA
em relacdo ao grupo néo tratado e ndo diferiram do grupo basal. Podemos ainda verificar a
eficacia do modelo de fibrose pelo aumento no numero de células totais no LBA do grupo
F em relacéo ao grupo B.

No painel B podemos observar que os tratamentos com Vit C e LED isolados ou
associados causaram reducao na porcentagem de granuldcitos em comparagdo com o grupo
F. Observamos ainda, aumento na porcentagem de granuldcitos no grupo F em relacdo ao
grupo B.

O painel C mostra reducdo significativa na porcentagem de macréfagos migrados
para o LBA no grupo F em relagéo ao grupo B. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os
demais grupos de estudo.

No painel D pode ser observado aumento na porcentagem de linfocitos no LBA do
grupo F em relacdo ao grupo B. Ainda, podemos observar que, os tratamentos com Vit C e
LED isolados ou associados causaram reducdo na porcentagem de linf6citos em

comparagdo com o grupo F.
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Figura 1. Efeito do tratamento com Vit C C e/ou LED sobre o niimero de células totais e sobre a
porcentagem diferencial de células presentes no LBA em modelo de fibrose pulmonar induzida por
Paraquat. Grupos de camundongos foram submetidos a fibrose pulmonar pela administracdo de PQ e apds
7 dias foram tratados ou ndo com Vit C e/ou LED durante 5 dias consecutivos. Apds 24 h do ultimo tratamento
com VIT C e/ou LED o nimero de células totais e diferenciais migradas para o lavado broncoalveolar foram
determinadas. Animais ndo manipulados foram utilizados para a obtencéo dos pardmetros basais. Os dados
representam a média + de 6 animais por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo B;°P<0,05 em relagéo ao grupo
F (ONE WAY-ANOVA/Student Newman-Keuls).

4.2 TRATAMENTO COM VIT C ISOLADO OU EM ASSOCIACAO COM O LED AUMENTA
EDEMA PULMONAR, POREM REDUZ REATIVIDADE TRAQUEAL EM
MODELO DE FIBROSE PULMONAR INDUZIDA POR PARAQUAT

A Figura 2 (Painel A) mostra que o tratamento com Vit C isolado ou em conjunto
com o LED aumentou o edema pulmonar em relagdo ao grupo F. Ainda, um aumento da
associagao do tratamento da Vit C com LED foi observado em relagéo ao grupo apenas
tratado com LED. Podemos ainda verificar que ndo houve diferenga no edema pulmonar
entre os grupos B, F e F+LED.
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No painel B podemos observar aumento na resposta contratil da traquéia frente a

estimulo colinérgico nos grupos F e F+LED em relagéo ao grupo B. Ainda, notamos que o
tratamento com VIT C isolado ou em associa¢do com o LED reduziu a reatividade traqueal
em relacdo ao grupo F. Observamos também reducdo na contratilidade traqueal do grupo

F+Vit C+LED em relacdo ao grupo F+LED.



17

A
3 O
= d
8]
5 2
5 3 24
g o
= &
o o I
s 2
EEI
25 1
D 2
5]
=¥
e
0 T
N7
o B
2
o 30+
)
=
<
T~
z 3
.8520_
=2 &
S
s £
g 8
‘21—110—
‘@\S.D
g = |
<
2
& 0
o2 ?

Figura 2. Efeito do tratamento com Vit C e/ou LED sobre o edema pulmonar e sobre a reatividade
traqueal in vitro em modelo de fibrose pulmonar induzida por Paraquat. Grupos de camundongos foram
submetidos a fibrose pulmonar pela administracéo de PQ e ap6s 7 dias foram tratados ou ndo com Vit C e/ou
LED durante 5 dias consecutivos. Apds 24 h do Gltimo tratamento com VIT C e/ou LED o edema pulmonar
e a resposta contrétil da traquéia in vitro foram determinadas. Animais ndo manipulados foram utilizados
paraa obtencdo dos pardmetros basais. Os dados representam a média + de 6 animais por grupo. *P<0,05 em
relagdo ao grupo B;°P<0,05 em relagdo ao grupo F; ®P<0,05 em relacdo ao grupo F+LED (ONE WAY-
ANOVA/Student Newman-Keuls).

4.3 TRATAMENTO COM VIT C E/OU LED NAO ALTERA O ELEVADO NIVEL DE
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MMP-9 EM HOMOGENATO PULMONAR EM MODELO DE FIBROSE

PULMONAR INDUZIDA POR PARAQUAT

A Figura 3 (Painel A) mostrou que o tratamento com Vit C e/ou LED nao alterou a
elevada producdo de MMP-9 em homogenato pulmonar em relacdo ao grupo ndo tratado.
Observamos ainda, aumento na producdo de MMP-9 em todos 0s grupos de estudo em
relacdo ao grupo B.

O painel B mostra que o tratamento com Vit C isolado, mas ndo o de LED reduziu
a liberacdo de TGF-B no homogenato pulmonar em relagdo ao grupo F. Observamos ainda,
reducdo na liberacdo de TGF-B no grupo Vit C+LED em relagdo aos grupos F e F+LED.
Uma elevada liberacdo de TGF-B foi encontrada nos grupos F e F+LED em relacdo ao grupo
B.
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Figura 3. Efeito do tratamento com Vit C e/ou LED sobre a producdo de MMP-9 e TGF-f em
homogenato pulmonar em modelo de fibrose pulmonar induzida por Paraquat. Grupos de
camundongos foram submetidos a fibrose pulmonar pela administracdo de PQ e ap6s 7 dias foram tratados
ou ndo com Vit C e/ou LED durante 5 dias consecutivos. Ap6s 24 h do Gltimo tratamento com Vit C e/ou
LED a producéo de MMP-9 e TGF-B foram determinadas. Animais ndo manipulados foram utilizados para
a obtencdo dos pardmetros basais. Os dados representam a média + de 6 animais por grupo. *P<0,05 em
relacdo ao grupo B;°P<0,05 em relagdo ao grupo F; 2P<0,05 em relacdo ao grupo F+LED (ONE WAY-
ANOVA/Student Newman-



20
Keuls).
4.4 TRATAMENTO COM VIT C ISOLADA OU ASSOCIADA AO LED REDUZ A LIBERACAO
DE IL-6, IL-17, TNF-a e IL-10 EM HOMOGENATO PULMONAR EM
MODELO DE FIBROSE PULMONAR INDUZIDA POR PARAQUAT

A Figura 4 (Painel A) mostrou que o tratamento com Vit C, mas nd&o com LED,
isoladamente, reduziu a liberacédo de IL-6 no homogenato pulmonar em relacéo ao grupo
F. Ainda, observamos que a associacdo de Vit C C+LED promoveu também reducdo na
liberacdo de IL-6 em relacdo aos grupos F+LED e F+ Vit C. Uma aumentada liberacéo de
IL-6 foi observada nos grupos F e F+LED em relagéo ao grupo B.

No painel B pode ser observado mais uma vez que o tratamento com Vit C, mas néo
com LED, isoladamente, reduziu a liberacéo de IL-17 no homogenato pulmonar em relacédo
ao grupo F. Ainda, observamos que a associacao de Vit C +LED promoveu também reducgéo
na liberagdo de IL-17 em relacéo ao grupo F+LED, mas ndo em relagdo ao grupo F+ Vit C.
Uma aumentada liberacdo de IL-17 foi observada nos grupos F e F+LED em relacéo ao
grupo B.

Ainda, os painéis C e D mostraram que o tratamento com Vit C, mas ndo com LED,
isoladamente, reduziu a liberagcdo de TNF-a e IL-10 no homogenato pulmonar em relagdo
ao grupo F. Ainda, observamos que a associacdo de Vit C +LED promoveu também
reducdo na liberacdo de TNF-a e IL-10 em relacdo aos grupos F+LED e F+VIT C. N&o

observamos diferencas entre os grupos B, F e F+LED.
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Figura 4. Efeito do tratamento com Vit C e/ou LED sobre a liberagdo de IL-6, IL-17, TNF-a e IL-10
em homogenato pulmonar em modelo de fibrose pulmonar induzida por Paraquat. Grupos de
camundongos foram submetidos a fibrose pulmonar pela administracdo de PQ e apés 7 dias foram tratados
ou ndo com Vit C e/ou LED durante 5 dias consecutivos. Ap6s 24 h do ultimo tratamento com Vit C e/ou
LED a liberacdo de citocinas foi avaliada. Animais ndo manipulados foram utilizados para a obtengdo dos
pardmetros basais. Os dados representam a média + de 6 animais por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo
B;%P<0,05 em relagdo ao grupo F; 2P<0,05 em relagdo ao grupo F+LED; ©P<0,05 em relagdo ao grupo F+VIT
C (ONE WAY- ANOVA/Student Newman-Keuls).
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4.5 TRATAMENTO COM VIT C ISOLADO OU ASSOCIADO AO LED REDUZ A
PRODUCAO DE COLAGENO EM MODELO DE FIBROSE PULMONAR
INDUZIDO POR PARAQUAT.

Na figura 5 (Painel F) podemos observar elevada producdo de coldgeno nos grupos
F e F+LED em relacdo ao grupo basal. Os tratamentos com Vit C isolado ou associado ao
LED reduziram a producédo de coldgeno em relacdo ao grupo néo tratado. Ainda, também
observamos que a associa¢do do LED com a Vit C aumentou a producao de colageno em

relagcdo ao grupo apenas tratado com Vit C.
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Figura 5. Efeito do tratamento com VIT C e/ou LED sobre a producado de colageno em modelo de
fibrose pulmonar induzida por Paraquat. Grupos de camundongos foram submetidos a fibrose pulmonar
pela administracdo de PQ e ap6s 7 dias foram tratados ou ndo com Vit C e/ou LED durante 5 dias
consecutivos. Apos 24 h do ultimo tratamento com VIT C e/ou LED a producéo de colageno foi determinada.
Animais ndo manipulados foram utilizados para a obtencéo dos pardmetros basais. Os dados representam a
média + de 6 animais por grupo. *P<0,05 em relacéo ao grupo B; °P<0,05 em relacéo ao grupo F; ©¢P<0,05
em relagéo ao grupo F+VITC (ONE WAY-ANOVA/Student Newman- Keuls).
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4.6 TRATAMENTO COM VIT C ISOLADA OU ASSOCIADA AO LED AUMENTA
A ATIVIDADE DA CATALASE SEM ALTERAR A SOD EM MODELO DE FIBROSE
PULMONAR INDUZIDA POR PARAQUAT.

Na figura 6 (Painel A), podemos observar aumento na atividade da catalase ap6s
tratamento com vitamina C isolado sem relacdo aos grupos F, Basal e F+LED. Por outro
lado, o tratamento com LED isolado causou reducéo na atividade desta enzima em relagéo
ao grupo F. Observamos ainda, que a associac¢do da Vit C com o LED aumentou a atividade
da catalase em relacéo ao grupo F+LED e reduziu em relacdo ao grupo F+Vit C.

No painel B mostramos que ndo houve diferenca na atividade de SOD entre 0s

grupos estudados.
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Figura 6. Efeito do tratamento com VIT C e/ou LED sobre a atividade da Catalase e da
SOD em modelo de fibrose pulmonar induzida por Paraquat. Grupos de camundongos foram
submetidos a fibrose pulmonar pela administragdo de PQ e apds 7 dias foram tratados ou ndo com
Vit C e/ou LED durante 5 dias consecutivos. Ap6s 24 h do ultimo tratamento com Vit C e/ou LED
a atividade de Catalase e SOD foram determinadas. Animais ndo manipulados foram utilizados para
a obtengao dos parametros basais. Os dados representam a média + de 6 animais por grupo. *P<0,05
em relacdo ao grupo B;°P<0,05 em relagdo ao grupo F; iP<0,05 em relagdo ao grupo F+LED;
?P<0,05 em relacéo ao grupo F+VITC. (ONE WAY-ANOVA/Student Newman- Keuls).

5. DISCUSSAO

Neste trabalho estdo apresentados os resultados do estudo relacionado aos efeitos

do tratamento com VIT C e/ou LED em modelo experimental de fibrose pulmonar induzida
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por PQ. O modelo experimental utilizado nessa pesquisa é bem estabelecido na literatura e

reproduz a fisiopatologia da doenca humana a qual é caracterizada por aumento de
neutrofilos no espaco alveolar, ativacdo de células epiteliais e fibroblastos e aumento da
deposicdo de fibras de colageno no parénquima pulmonar *6-°9%° O Paraquat (N, N -
dimetil-4,4'-bipiridinio, dicloreto de PQ) é um dos herbicidas mais amplamente
utilizado nos paises em desenvolvimento. No entanto, também €é um composto
altamente toxico para os seres humanos e animais, o qual é responsavel por uma alta taxa
de mortalidade cada ano resultante da ingestéo acidental ou voluntario. O sistema de 6rgédos
primarios afetado pela toxicidade de PQ é o pulmé&o, onde é acumulado através de um
processo de transporte ativo em células claras e células epiteliais alveolares tipo | e tipo Il.
Seus efeitos iniciais sdo edema pulmonar, infiltracdo de células inflamatorias e danos ao
epitélio alveolar, seguido da resultante fibrose pulmonar e insuficiéncia respiratdria 5%
62_

Considerando o impacto da FP na qualidade de vida, suas complicacBes além de
seus efeitos econdmicos, ha necessidade da busca por novos alvos terapéuticos com maior
eficiéncia, e se possivel, menores custos e efeitos colaterais. Nesse sentido, o tratamento
com fotobiomodulacdo tem se mostrado promissor para diversas patologias respiratérias
incluindo a FP. Recentemente nosso grupo mostrou que o tratamento com LED reduziu a
migracdo celular para o espaco alveolar, a elastancia pulmonar e a producéo de colageno
63, Esses resultados mostraram efeitos promissores da fotobiomodulagio para o
tratamento da FP abrindo a oportunidade de aprofundamento de estudos na area. Assim, no
presente estudo ampliamos os parametros avaliados apoOs tratamento com LED e
associamos um tratamento farmacoldgico com vitamina C na tentativa de tornar o
tratamento mais eficiente.

Sabe-se que a vitamina C é um potente antioxidante fisioldgico, regulando o sistema
imune inato no pulmao®. Além disso, considerando que uma das caracteristicas da FP é o
desenvolvimento de estresse oxidativo, assim o tratamento com farmacos que protegem o
pulmé&o contra estas espécies reativas pode representar uma importante ferramenta para o

seu controle.

Estudos mostram os beneficios dos antioxidantes nas doencas pulmonares, porém
estes farmacos sdo pouco usados. Nesse sentido, um estudo teve como objetivo avaliar a
relacdo entre o estado oxidante/antioxidante na fibrose pulmonar em ratos focando nos

efeitos da pentoxifilina e vitamina E, concluiram que a combinagdo de vitamina E
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e pentoxifilina foram eficientes na prevengcdo da fibrose pulmonar induzida por

radiacdo, porém o beneficio adicional da vitamina C, em administracdo concomitante a
esta combinagdo ndo foi evidenciado %. Outro estudo com resultado positivo de terapia

combinada de vitaminas C e E o dano fibrético foi reduzido no tecido pulmonar®®.

Nossos resultados mostraram que a vitamina C bem como o LED, isoladamente, foram
eficientes em reduzir a inflamacdo pulmonar. Porém, a associa¢do da Vit C com o LED
ndo causou efeito adicional como esperavamos. A irradiagdo do LED foi feita localmente
diretamente no aparelho respiratério sobre a pele, e deste modo seus efeitos foram
circunscritos ao local da injuria. Ja o tratamento com Vit C foi feito pela via intraperitoneal,
tendo assim uma abordagem sisttmica. Quando avaliamos as porcentagens
diferenciais de células migradas no LBA, notamos que mais uma vez que ambos 0s
tratamentos isolados ou em conjunto reduziram principalmente granuldcitos e linfécitos
sem alterar a porcentagem de macrdofagos. Assim, o reduzido nimero de células totais é
reflexo de uma reducdo no nuamero de granuldcitos e linfocitos. De fato, estas sdo as
principais células envolvidas na fisiopatologia da FP.

Outro importante parametro investigado foi o edema pulmonar. Nossos resultados
foram muito intrigantes, uma vez que ndo observamos aumento no edema pulmonar no
grupo fibroético, mas uma acentuada elevacgdo foi observada nos grupos tratados com Vit C
isolada ou em associa¢do com o LED. Este dado realmente é incongruente com os demais
dados, uma vez que o edema é normalmente um evento agudo e levando em consideracao
que as analises foram feitas 14 dias ap0s a injecdo com PQ. Além disso, estudos mostram
efeito antiedematoso da Vit C conforme o estudo que investigou os efeitos da
administracdo de combinacdes de antioxidantes como n-acetil cistein (NAC), vitaminas C
e E no tratamento da lesdo pulmonar induzida por sepse tendo como resultados a reducao
do desequilibrio das atividades das enzimas antioxidantes e a atenuacao da desorganizacao
arquitetonica alveolar, infiltracdo de células inflamatorias e do edema pulmonar e em
outro estudo a combinacdo de NAC e vitamina C reduziu as alteracdes histologicas
pulmonares em ratos que apresentavam edema intersticial, metaplasias cubicas focais de

células de revestimento alveolar e arquitetura pulmonar gravemente danificada %'~

Precisamos ampliar os estudos, principalmente no que tange mediadores pro-
edematosos para melhor compreender este resultado.
A elastancia pulmonar, um importante pardmetro funcional, foi investigada em estudos

anteriores apos tratamento com LED em duas situacdes: com torax aberto e fechado. Em
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ambas as situagBes, o tratamento com LED melhorou a funcédo pulmonar . Esta melhora

foi correlacionada a uma reducéo na producédo de colageno no tecido pulmonar, fenémeno
relatado com o enrijecimento do tecido e perda da capacidade de troca gasosa. Neste
trabalho resolvemos avaliar outro importante parametro relacionado com a capacidade
respiratdria, mas focando na resposta pontual do tecido das vias aéreas. Assim, avaliamos
a reatividade traqueal in vitro frente a estimulo colinérgico. Nossos dados mostraram que
os tratamentos com Vit C isolado ou concomitante com o LED reduziram a resposta
contratil da traquéia. Por outro lado, o tratamento com LED isolado ndo alterou a elevada
reatividade traqueal. Este dado diferiu do observado anteriormente, onde mostramos
reducdo da funcdo pulmonar apos tratamento com LED. No entanto, sdo abordagens muito
diferentes, onde no estudo anterior a avaliacdo foi feita in vivo e a analise compreendeu
todo a aparelho respiratério, sobre os brénquios e parénquima pulmonar, que sdo mais
afetados pela FP. Ja no presente estudo, a analise foi pontual sobre a traqueia e o estudo foi
in vitro sem interferéncias do organismo. Dai pode-se explicar os diferentes resultados. De
qualquer forma, estes resultados precisam ser mais bem explorados futuramente.

Muitos autores atribuem a progressdo da FP a um deposito excessivo e
desorganizado de coladgeno e outros componentes da matriz extracelular, resultando em
alteragbes graves na arquitetura da parede alveolar . Nesse  sentido, as
metaloproteinases (MMPs) possuem papel importante na FP degradando a matriz
extracelular e consequentemente atraindo células inflamatorias para o sitio da injdria

perpetuando o ciclo de inflamacéo e de remodelamento 2.

As MMPs podem ser induzidas por IL-1-B, TNF-a, TNF-B, TGF-a, EGF (fator de
crescimento epidérmico) ou ainda podem ser inibidas por TGF-B, IL- 4 e inibidores
teciduais especificos das metaloproteinases (TIMP), os quais sdo produzidos pelas células
mesenquimais controlando a agdo dessas proteinases. Ressalta-se que as MMPs sdo
importantes na remocdo das proteinas em excesso, mas também podem destruir a
arquitetura do pulmao.

A MMP-9 desempenha importante papel na FP humana e experimental e mostra-se
elevada em pacientes com FP idiopatica ">". Reconhecendo o importante papel da MMP-
9 no desenvolvimento da FP quantificamos esta quimiocina no homogenato pulmonar.
Assim, o resultado é um reflexo da liberacdo de MMP-9 tanto por células estruturais como
inflamatdrias. Nossos dados mostraram que tanto o tratamento com LED quanto com Vit
C isoladamente ou em conjunto ndo foi capaz de reduzir a liberagdo desta quimiocina.

Sabendo que a MMP-9 possui importante papel na degradagéo da matriz extracelular e



29
também na atracdo de células inflamatdrias para o sitio da injuria, podemos supor que

nesta inflamacgdo induzida por PQ, outras citocinas/quimiocinas sejam mais importantes
neste processo, ja que observamos reducdo da migracdo de células inflamatdrias no
pulméo dos grupos tratados com Vit C ou LED acompanhado de elevados niveis de MMP-
9.

Sequencialmente avaliamos a producdo de TGF-b, uma citocina pré-fibrotica que
atua na proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de fibroblastos para miofibroblastos,
producdo de matriz extracelular e de sinais quimiotaticos para leucdcitos "+ ”. Nossos
resultados mostraram mais uma vez que apenas o tratamento com Vit C isolado ou
concomitante ao LED foi capaz de reduzir esta citocina. O LED por sua vez ndo causou
alteracdo na liberacdo desta citocina. Este fato foi surpreeendente uma vez que, em estudos
anteriores mostramos reducdo na elastancia pulmonar, na producdo de coladgeno e no
espacamento intersticial ap6s tratamento com LED 6. Apesar de estes resultados
parecerem um pouco nebulosos, nosso estudo mostrou uma visivel melhora apés o LED
no que tange tanto eventos inflamatorios quanto fibroticos apesar de o TGF-b estar elevado
mostrando que talvez outros mediadores sejam mais importantes na FP induzida por
PQ.

Reconhecendo-se que o processo inflamatdrio € resultado de um balango entre

mediadores inflamatorios e antiinflamatdrios, investigamos a liberacdo de IL-6, IL-17 e
TNF-a bem como de IL-10. Similarmente ao que haviamos mostrado em estudos
anteriores, o tratamento com LED ndo reduziu a liberagdo de IL-6, IL-17 e TNF-a. no
homogenato pulmonar, porém manteve elevados niveis de IL-10. Estes niveis elevados de
IL-10 no grupo LED parecem estar correlacionados com seus efeitos
antiinflamatérios. Ja a VIT C reduziu a liberacdo destas citocinas inflamatdrias de forma

efetiva, fato que contribui para a reduzida resposta inflamatéria pulmonar. Ainda, a
associagdo do LED com a VIT C causou efeito aditivo em relagéo a IL-6, TNF-a.e IL-10.

O estresse oxidativo pode ser modulado por mecanismos de defesa antioxidante

enzimaticos (superoxido dismutase, catalase e glutationa redutase), bem como ndo
enzimaticos (&cido ascorbico e alfa-tocoferol). Assim, avaliamos o papel da vitamina C nas
enzimas antioxidantes. Nossos dados mostraram niveis elevados de SOD e catalase apos o
tratamento com vitamina C. Portanto, a vitamina C melhorou os mecanismos de defesa dos
antioxidantes e tais efeitos podem ser responsaveis, pelo menos em parte, por respostas

inflamatérias e fibréticas mais baixas.



30
A vitamina C foi capaz de reverter muitos parametros, exceto a resposta contratil

traqueal. E plausivel considerando seus mecanismos. A resposta contratil ¢ modulada por
varios mediadores que nao sdo modificados pela vitamina C, incluindo os leucotrienos.
Em conclusdo, nossos resultados mostraram que o estresse oxidativo pode ser um
mecanismo de inflamac&o e deposi¢do de colageno nos pulmdes apds a fibrose pulmonar
induzida por PQ; e a vitamina C parece ser uma ferramenta importante para o tratamento
dessa intoxicagdo. Vale ressaltar que a vitamina C ¢ barata e pode ser um agente viavel a
ser empregado como terapia. Ainda, a associacéo da Vit C com o LED néo esta mostrando
efeitos adicionais que justificariam seu uso.
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