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1. INTRODUCAO

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma pratica milenar derivada das
experiéncias do cotidiano que tiveram alguma aplicabilidade no tratamento das mais
diversas moléstias em homens ou animais e foram assim transmitidas por meio das
geragOes, perpetuando-se na cultura popular (ARAUJO; LEMOS, 2015).

Algumas dessas plantas despertam interesse progressivo por parte da
comunidade cientifica devido as atividades bioldgicas presentes em seus compostos
organicos. Neles sdo encontradas substancias com potencial terapéutico, tais como
flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, lignanas, entre outros, objetos de incessantes
estudos, com o intuito de comprovar suas a¢fes farmacoldgicas, sugerindo aplicacfes
em situagdes que comprometem o estado de saude (ARAUJO et al., 2008).

E o caso da Cissampelos sympodialis Eichl., uma espécie da flora brasileira,
pertencente a familia Menispermaceae, que é encontrada desde o Ceara até o norte de
Minas Gerais, ocorrendo principalmente em areas de clima semi-arido. Essa espécie é
conhecida popularmente como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-onga”e “abuteira”, cujas
folhas e raizes sdo empregadas na medicina popular no tratamento de doencas do
aparelho respiratério, reumatismo e artrites (PORTO, 2008; CAVALCANTI et al.,
2013; DE SALES et al., 2018).

Estudos imunofarmacolédgicos com folhas de C. sympodialis demonstraram acéao
imunomoduladora, anti-inflamatéria e broncodilatadora, com destaque para a
warifteina, um dos principais alcaloides presentes no extrato da C. sympodialis, que atua
inibindo a producdo de leucotrienos, fosfodiesterase e estimulando a interleucina-10,
demonstrando seu grande potencial para o tratamento da asma, uma doenca inflamatéria
crbnica caracterizada por obstrucdo ao fluxo aéreo, geralmente reversivel com o uso de
broncodilatadores (VIEIRA et al.,2018), caracteristica essa que a diferencia
clinicamente da Doenca Pulmonar Obstrutiva cronica (DPOC).

Causada principalmente pelo tabagismo a fisiopatologia da DPOC se caracteriza
pela reducdo do fluxo de ar através das vias aéreas, ndo totalmente reversivel, com
alargamento anormal e significativo dos espacos alveolares, remodelamento do
parénquima pulmonar e uma resposta inflamatoria crénica com periodos de
exacerbacdo. Essas alteracdes manifestam-se clinicamente por meio de dispneia, tosse
crénica, producdo de muco e sibilancia (GOLD, 2017; MOURATO, 2018)



A DPOC é um grave problema de satude publica, e uma das principais causas de
morbimortalidade no mundo, o que torna relevante a investigacao da atividade bioldgica
do extrato da Cissampelos sympodialis na inflamacgdo pulmonar induzida pela fumaca
do cigarro, como potencial agente farmacoldgico que no futuro, pode apresentar uma
aplicabilidade profilatica e/ou terapéutica no tratamento de doencas do sistema

respiratdrio associadas ao tabagismo como o enfisema pulmonar.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Caracterizar a atividade anti-inflamatéria e antioxidante do extrato da
Cissampelos sympodialis na inflamacdo pulmonar induzida por fumaca de cigarro em

camundongos.

2.2. Objetivos especificos
Investigar a eficacia do extrato da Cissampelos sympodialis no remodelamento
pulmonar em pulmdes de camundongos expostos a fumaca do cigarro;
Avaliar a atividade anti-inflamatoria do extrato da Cissampelos sympodialis na
inflamacdo pulmonar aguda e cronica induzida pela exposi¢do a fumaca do cigarro;
Caracterizar a atividade do extrato da Cissampelos sympodialis como modulador
do desequilibrio redox em pulmdes de camundongos expostos a fumaca do cigarro;
Identificar as possiveis vias através das quais o extrato da Cissampelos
sympodialis apresenta seus efeitos bioldgicos na inflamagdo pulmonar aguda e cronica

induzidas pela fumaca do cigarro.

3. HIPOTESES

3.1.0 extrato da Cissampelos sympodialis possui atividade antinflamatéria sobre

pulmd@es de camundongos inflamados pela exposi¢do a fumaga do cigarro.

3.2. O extrato da Cissampelos sympodialis possui atividade antioxidante sobre os

pulmdes de camundongos inflamados pela exposi¢do a fumaga do cigarro.



3.3. O extrato da Cissampelos sympodialis é capaz de modular a sinalizacdo para o

remodelamento pulmonar a inflamagéo causada pela fumaca do cigarro

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Para execucdo deste projeto, folhas de C. sympodialis serdo coletadas no horto
do Centro de Biotecnologiana Universidade Federal da Paraiba. A identificacdo
botanica sera feita por comparacdo com a exsicata da espécie depositado no Herbario
Prof Dr. Lauro Pires Xavier, em Agra 1456. As folhas serdo secas a 40 ° C, em estufa e,
posteriormente, pulverizadas em um moinho de facas e armazenadas protegidas da luz e

da umidade.

4.2. Preparo do extrato
Cinquenta gramas de folhas em pé serdo extraidas com 100 ml de etanol: agua
(80:20, v / v) por maceracao por 24 h. O extrato serd filtrado e o filtrado sera evaporado

até a secura sob pressao reduzida a 40° C com um evaporador rotativo.

4.3. Animais

Serdo utilizados 84 camundongos machos (C57BL/6) com oito semanas de
idade, pesando entre 18-22 g. Os animais terdo livre acesso a dgua e comida em um
ambiente controlado entre 18 e 22°C e um ciclo claro/escuro (12/12 h). A pesquisa sera
conduzida conforme as normas de bem-estar animal vigentes de acordo com o
CONCEA e com as normas de experimentacdo animal Lei 11.794, sendo previamente

aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEUA).

4.4. Desenho experimental

Os procedimentos relativos a obtencdo dos extratos vegetais serdo realizados na
Universidade Federal da Paraiba, enquanto aqueles relativos a avaliacdo do papel da
Cissampelos sympodialis na inflamacdo pulmonar aguda (IPA) e na inflamacao
pulmonar crénica (enfisema pulmonar) induzidas por fumaca de cigarro, serdo
desenvolvidos no Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada (LABMORFA) do

Departamento de Ciéncias Animais.



4.4.1. Estudo I - Modelo agudo

Para avaliar o efeito da Cissampelos sympodialis sobre a IPA, os animais serdo

expostos a uma mistura de ar-fumaca de doze cigarros/dia durante cinco dias, e tratados

com Cissampelos sympodialis via inalatoria nas doses de 1, 10 ou 100mg/mL (VIEIRA,

2013).

Para tanto, os animais serdo agrupados da seguinte forma (n = 7 por grupo):

Controle: exposto apenas ao ar ambiente e tratado com solugéo salina durante 5
dias;

IFC: exposto a fumaca do cigarro durante 5 dias e tratado com solucdo salina
durante 5 dias;

IFC+1mg: exposto a fumaca do cigarro durante 5 dias e tratado com
Cissampelos sympodialis (1 mg/mL) durante 5 dias;

IFC+10mg: exposto a fumaca do cigarro durante 5 dias e tratado com
Cissampelossympodialis(10 mg/mL) durante 5 dias;

IFC+100mg: exposto & fumaca do cigarro durante 5 dias e tratado com
Cissampelos sympodialis (100 mg/mL) durante 5 dias;

4.4.2.Estudo Il - Modelo cronico — Enfisema pulmonar

Com o objetivo de avaliar o efeito da Cissampelos sympodialis no enfisema

pulmonar, inicialmente os animais serdo expostos a uma mistura de ar-fumaca de doze

cigarros/dia durante 60 dias e somente apds o estabelecimento do enfisema pulmonar os

animais serdo tratados com Cissampelos sympodialis via inalatéria nas doses de 10 ou

100mg/mL durante 60 dias adicionais.

a)

b)

Para este fim, os animais serdo divididos cinco grupos (n = 7 por grupo):

Controle: exposto apenas ao ar ambiente e tratado com solucéo salina durante
60 dias;
IFCR: exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e tratado com solugéo

salina;



¢) IFCR+C. Sympodialis: exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e tratado
com Cissampelos sympodialis (dose a ser estabelecida pelo estudo agudo - IPA)
durante 60 dias;

d) IFCR+Dexa: exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e tratado com
dexametasona (0,1 mg/mL) via inalatéria durante 60 dias;

e) IFCR+NAC (600 mg/mL): exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e
tratado com N-acetilcisteina (600 mg/mL) via oral durante 60 dias;

Para avaliar a permanéncia do enfisema mesmo apds 120 dias, dois grupos em

paralelo serdo avaliados quanto aos aspectos morfologicos e estereoldgicos.

f) IFCR 60d: exposto a fumagca do cigarro durante 60 dias e sacrificado no dia 61,
sem passar por nenhuma forma de tratamento;
g) IFCR 120d: exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e sacrificado no dia

121, sem passar por nenhuma forma de tratamento;

4.5. Exposicéo a fumaca do cigarro

A exposicao a fumaca de cigarro seguira o modelo descrito por Valenca e Porto
(2008). Para tanto, os animais serdo colocados em uma camara de inalacdo (40 cm de
comprimento, 30 cm de largura e 25 cm de altura), que sera alocada dentro de uma
capela de exaustao.

Os grupos serdo expostos a mistura de ar-fumaca de cigarros comerciais (10 mg
alcatrdo, 0,8 mg de nicotina e 10 mg de mondxido de carbono) (MENEGALI et al.,
2009; VALENCA E PORTO, 2008) por dia de acordo com os protocolos descritos nos
itens 4.4.1e4.4.2.

Para isso, um cigarro sera encaixado na ponta de uma seringa plastica de 60 mL
e, apds aceso 0 émbolo da seringa sera puxado e a fumaca sera tragada para o interior da
seringa estabelecendo o jato de fumaca. Na sequéncia a fumaca contida na seringa sera
injetada na cAmara de inalagdo através de um orificio. Os animais serdo mantidos nessa
condicdo de ar de fumo durante seis minutos/cigarro. Apos esse tempo, a camara sera
aberta pela remocdo da sua parte superior e a fumaga sera expelida pela acdo de um
exaustor. Assim permanecerdo por um periodo de um minuto.

Esta exposicdo a fumaca do cigarro sera repetida trés vezes/dia, sendo quatro
cigarros no periodo da manhd, quatro cigarros ao meio-dia e quatro cigarros ao fim da
tarde, totalizando doze cigarros/dia para cada grupo, com no maximo 72 minutos de

exposicao a fumaca por dia.



4.6. Tratamento

O tratamento dos animais com Cissampelos sympodialis sera baseado no modelo
descrito por Didgenes-Bastos e colaboradores (2011). No Estudo I, imediatamente apds
a Ultima exposicdo diaria a fumaca de cigarro os animais receberdo o tratamento com
Cissampelos sympodialis nas doses de 1, 10 ou 100mg/mL durante 15 minutos por via
inalatoria. Os grupos Controle e IFC receberdo tratamento apenas com solucéo salina e
veiculo pelo mesmo tempo e mesma via de administracao.

Visando obter efeito reparador da Cissampelos sympodialis no enfisema
pulmonar, no Estudo Il o tratamento acontecerd ap6s o estabelecimento do enfisema
(apos 60 dias de exposicdo a fumaga de cigarro). Assim, o tratamento serd iniciado no
dia 61 e seguird até o dia 120, perfazendo 60 dias de tratamento com Cissampelos
sympodialis com a dose que apresentar melhores respostas no estudo agudo. Nessa fase
0s grupos Controle e IFCR também receberdo tratamento apenas com solucédo salina e
veiculo pelo mesmo tempo e mesma via de administracdo. Ja o controle positivo sera
feito com um grupo que recebera dexametasona e outro que recebera N-acetil-cisteina.

Para inalacdo da Cissampelos sympodialis em ambos os estudos, 0s animais
serdo alocados no interior de uma caixa de acrilico (20 cm de comprimento, 20 cm de
largura e 15 cm de altura) com uma tampa removivel na parte superior. Esta caixa, em
duas laterais apresenta dois orificios, um para acoplar o nebulizador (Respira Max®
inalador ultra-sénico NS, Industria de Aparelhos Médicos, Ltda, SP) e o outro para

servir de escape para minimizar a reinalagéo do ar expirado.

4.7. Procedimentos experimentais

Vinte e quatro horas apds o tempo estabelecido para cada modelo (5 dias para o
Estudo | e 120 dias para o Estudo Il) os animais serdo eutanasiados para coleta do
material biol6gico.

a) Lavado broncoalveolar
No Estudo I, imediatamente ap0s a eutanasia 0s animais terdo a traqueia
canulada em sua porcédo ventral e os pulmdes serdo lavados com 1,5 mL de solugédo
salina (3 x 0,5 mL) para coleta do lavado broncoalveolar (BAL). Ao final desse
procedimento para todos 0s grupos os microtubos de centrifugagdo contendo o BAL

serdo centrifugados a 600 g durante 10 minutos e o sobrenadante sera coletado e



estocado em freezer (-20 °C) para posterior andlise, enquanto a fracdo celular

sedimentada sera utilizada para dosagem de ROS.

b) Processamento tecidual

Apos a coleta do BAL ou nédo (quando se trata do Estudo I1) o térax do animal
sera aberto por uma incisdo ventral no sentido cranio-caudal e o ventriculo cardiaco
direito sera perfundido com solucdo salina visando a remog¢édo de sangue contido nos
vasos sanguineos pulmonares. Na sequéncia, o pulmdo esquerdo serd removido e
imediatamente transferido para solucdo fixadora de paraformaldeido 4% tamponado
com fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 a 4 °C, por até 72 horas para analise histologica.

O pulmdo direito serd removido e armazenado em tubos devidamente
identificados e mantidos em gelo picado e em seguida serd& homogeneizado
(homogeneizador Nova técnica mod. NT136, Piracicaba, Brasil). Para tal, parte desse
fragmento serd colocado em um potter contendo 1mL de tampdo fosfato de potéssio
(KPE) com pH ajustado para 7,5. O homogeneizado sera entdo centrifugado a 600 g por
10 minutos a 4°C e o sobrenadante sera coletado e o volume final ajustado para 1,5 mL
com tampao KPE. Tais amostras serdo armazenadas em freezer — 80° C para realizacédo
dos ensaios bioquimicos posteriormente. O outro fragmento do pulmé&o direito seguira
0s mesmos padrdes de homogeneizagéo, entretanto, homogeneizado com tampao de lise
(PBS com coquetel de inibidor de protease livre de EDTA (Sigma-Aldrich S8830) e
Triton X100) para utilizacdo nos ensaios de ELISA ou Western blotting.

c) Dosagem de proteina

A dosagem de proteina serd realizada em amostras de homogeneizados
pulmonares e no lavado broncoalveolar atraves do Método de Bradford (BRADFORD,
1976). As amostras serdo adicionadas a placa de 96 pocos em duplicata e
homogeneizada em solugdo de Bradford para reagir com o corante azul de brilhante de
coomassie presente nessa solucdo e que se ligam as proteinas em meio acido, gerando
coloragdo azulada. Para dosagem serdo utilizados 10 pL. de BAL de cada amostra e 1uL
de homogeneizado. Em paralelo, uma curva padréo sera produzida, utilizando diferentes
concentracdes de albumina tendo como ponto mais concentrado 1 mg/mL. Essa reacdo
gera coloragdo azulada e sera lida em leitor de Elisa a 595 nm. Os valores serdo

expressos em mg/mL.



d) Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Seré utilizado um método que se baseia na reacdo do sal azul de nitro-tetrazélio
(NBT) com as espécies reativas de oxigénio. Apos centrifugacdo do BAL e coletado o
sobrenadante, as células do centrifugado serdo ressuspendidas em 100 uL. de KPE e em
seguida sera adicionado 100 puL. de NBT (0,1%) antes de incuba-las a 37 °C em estufa
por 1h. Em seguida o pellet sera lavado por 3 vezes em PBS e ressuspendido em
solucdo de KOH 2M contendo DMSO (dimetilsulfoxido). Essa mistura serd plaqueada
em duplicata na placa de 96 pocos e lida em leitor de Elisa a 630 nm. O resultado sera

expresso em ug de formazan/volume de células.

e) Atividade da superédxido dismutase (SOD)

Homogeneizados pulmonares serdo utilizados nesse ensaio baseando-se na
metodologia descrita por Bannister e Calabrese (1987). A atividade enzimética da SOD
sera estimada por inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina. Para tanto, 1,2 ou 4uL da
amostra serdo homoegeneizadas em tampdo glicina (50 mM, pH 10,2) e em seguida 2
pL de catalase (2,4 mg/mL) serdo adicionados seguido de 4 puL de epinefrina (2 puM;
com HCI), perfazendo um volume final para 200 pL. A mistura serd homogeneizada em
placa de 96 pogos em monocata e lida a 480 nm durante 180 segundos com intervalos
de 10 segundos. A atividade enzimética da SOD seré expressa em U/mg de proteina.

f) Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase sera mensurada em homogeneizados pulmonares
segundo o0 método descrito por Aebi (1984). Para realizagdo do ensaio, 3uL de amostra
do homogeneizado pulmonar serd adicionado a placa de 96 pocos de baixa absorbancia
em monocata. Em seguida serdo adicionados 97 pL de um Mix (tampdo fosfato 0,1 M e
pH 7,3 com peréxido de hidrogénio 30%) e homoegeneizados. A mistura sera
imediatamente lida a 240 nm durante 60 segundos com intervalo de 30 segundos. A

atividade enzimética da CAT sera expressa em U/mg de proteina.

g) Atividade mieloperoxidase (MPO)
A atividade da MPO também ser4 mensurada em homogeneizado pulmonar.
Para tanto, 100 pL da amostra sera centrifugada com 900 pL de
hexadeciltrimetilamonio bromidrico (HTAB) 0,5% a 11.000 g por 15 minutos. Em

seguida, 75 pL do sobrenadante sera incubado com SuL de 3,3°5,5’- tetrametilbenzidina



(TMB) 20 mM durante 5 minutos a 37 °C. Posteriormente, essa mistura serd incubada
com 50 pL de perdxido de hidrogénio (H202) 30% por 10 minutos também a 37 °C,
seguido de adi¢do de 125 pL de acetato de s6dio (NaOAc) 0,5 M, pH 5,0. Entdo, o
produto da reacdo sera lido em leitor de Elisa a 630 nm. Os niveis de MPO serdo

expressos em U/mg de proteina.

h) Atividade da glutationa reduzida (GSH)

Niveis de glutationa reduzida (GSH) serdo dosados pela sua reacdo com o &cido
5,5’-ditiobis-(2-nitrobenoico) (DTNB), na qual a taxa de producdo de TNB ¢é
proporcional a concentracao inicial de GSH na amostra.

Para essa andlise aliquotas de homogeneizado pulmonar imediatamente apos
serem homogeneizadas em KPE serdo tratadas com acido sulfassalicilico na proporcéo
de 1:1 e centrifugadas a 2.000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, 10 puL do
sobrenadante serdo homogeneizados com 75 pL de tampao fosfato de potassio, seguido
da adicao de 6uL. de DTNB, 6 pL de glutationa redutase e 6 pLL de nicotinamida adenina
dinucleotideo-fosfato (NADPH), em placa de 96 pocos. Essa mistura tera imediata
leitura da absorbancia que serd& mensurada a 412 nm durante 120 segundos com

intervalos de 30 segundos.

i) Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Esse ensaio avalia o dano oxidativo através da geracdo de malondialdeido
(MDA) usando o método descrito por Draper e colaboradores (1990). Homogeneizados
pulmonares serdo desproteinizados pela adicdo de 200 pL de acido tricloracético 10%
por amostra e centrifugado a 2.200 g durante 10 minutos. Em seguida, 200 uL do
sobrenadante serdo homogeneizados com 200 pL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%.

A mistura sera aquecida durante 10 minutos a 100°C e em seguida resfriada em
temperatura ambiente por 15 minutos. Apds resfriadas, as amostras serdo plaqueadas em
placas de 96 pogos em duplicata. Uma curva padrdo serd confeccionada utilizando TMP
(0,625 a 100 uM)) como padrdo. O resultado da reacdo gera uma solugéo de cor rosea e

lida a 532 nm em leitor de Elisa. O resultado sera expresso em nMol/mg de proteina.

j) Dosagem de citocinas
A dosagem de TNF-a, IL-1B, IL-6, KC e TGF-B1 sera realizada pelo método de

ELISA utilizando o BAL ou o homogeneizado pulmonar. O ensaio seguird instruces



do fabricante (Peprotech, Rocky Hill, New Jersey, USA). As placas serdo pré-tratadas
com adic¢do do anticorpo de captura (100 pl) diluido em PBS e deixadas em temperatura
ambiente “overnight”. No dia seguinte, apds trés lavagens com tampdo de lavagem
(PBS+tween 20 0,05%) sera realizado o bloqueio pela adi¢do de 100 ul de PBS + BSA
(albumina sérica bovina) 1% por 1h. Em seguida, mais trés lavagens serdo realizadas e
entdo 100 pl de cada amostra de BAL ou homogeneizado pulmonar serdo adicionadas
aos pocos em duplicata e assim permanecerdo por 2 horas. Em seguida, mais trés
lavagens serdo realizadas e entdo adicionado o anticorpo de deteccdo (100 ul) por mais
2h. Apoés esse tempo, trés lavagens serdo realizadas e serd adicionado a avidina
peroxidase (Sigma Aldrich, 1 mg/mL) a qual ficara incubada por 30 minutos, seguido
de trés lavagens. Apds essa etapa o-fenilenodiaminadihidrocloreto (OPD) sera diluido
em tampdo citrato (1:9) e adicionado 100 pl por poco. Apds a adicdo do OPD se
aguarda até que a reacdo ocorra e uma cor amarelada seja observada nos pogos. Apds
aproximadamente 30 minutos a reacdo serd parada pela adigdo de 100 pl de acido
sulfarico (IN). Uma curva padrdo com a proteina investigada sera realizada com sete
pontos de concentracdes diferentes. Apos a reacao enzimatica ser interrompida a placa
sera lida a 690 nm em leitor de microplacas. Os valores serdo expressos em pg/mL ou

em pg/mg de proteina.

k) Western blot

Para analise da expressao de proteinas especificas, aliquotas de homogeneizado
pulmonar serdo desnaturadas em tampdo de amostra (50 mM Tris-HCIpH 6.8, SDS
(1%), 2-mercaptoetanol (5%), glicerol (10%) e bromofenol azul (0,001%) e aquecidas a
100°C por 5 minutos.

As amostras contendo 50 ug de proteinas totais serdo submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida e as proteinas separadas serdo transferidas para membrana de
PVDF através de eletrotransferéncia. Marcadores rainbow passardo pelo mesmo
procedimento com a finalidade de identificacdo dos respectivos pesos moleculares das
proteinas em estudo. Apds a transferéncia, as membranas serdo bloqueadas com
albumina sérica bovina (BSA) 5% diluida em TBS por 1h, seguida da incubag¢do com o
anticorpo priméario anti-MMP-12 (rabbitpoliclonal, Santa Cruz, 1:200), MMP-9
(rabbitpoliclonal, Santa Cruz, 1:200), anti-elastina, anti-elastaseneutrofilica
(goatpoliclonal, Santa Cruz, 1:200), anti-TIMP-1 (rabbitpoliclonal, Santa Cruz, 1:200),
anti-NF-kB p65 (rabbitpoliclonal, Santa Cruz, 1:200) e anti-Nrf2 (rabbitpoliclonal,



Santa Cruz, 1:200) “overnight”. Em seguida, ap0s sucessivas lavagens da membrana
com TBS-Tween 1% (TBS-T) as membranas ser&o incubadas por 1 h com o anticorpo
secundario anti-goat (Santa Cruz, 1:2000) ou anti-rabbit (Santa Cruz, 1:1000). Em
seguida lavagens sucessivas serdo realizadas novamente e entdo as membranas serdo
tratadas com ECL (Santa Cruz - Biotechnology). Para a deteccdo do substrato
quimiluminescente, o sistema de capturas de imagens ChemiDoc MP (Bio-
RadLaboratories, Inc., Hercules, CA) serd utilizado. As bandas serdo analisadas por
densitometria utilizando o software de imagens Image J (Nationallnstitutesof Health) e
os resultados serdo expressos em unidade arbitraria (u.a). A equalizacdo sera realizada

pela B-actina de cada amostra.

I) Morfologia e morfometria

Apds a remocdo do sangue dos pulmdes pela perfusdo cardiaca e remoc¢do dos
pulmd@es da cavidade toracica, o pulmao esquerdo serd removido e armazenado em
solucdo fixadora de paraformaldeido 4% tamponado com fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4
a 4 °C, por até 72 horas. Em seguida, os fragmentos serdo processados segundo a
técnica histologica para inclusdo em parafina. Cortes histologicos com Sum de
espessura serdo corados com hematoxilina-eosina (HeE) (LILLIE E FULMER, 1976)
ou Picrossirius JUNQUEIRA et al., 1979).

Ja para a técnica de coloracdo com Picrossirius, apés o banho em agua destilada,
as laminas serdo imersas em solucdo de hematoxilina (hematoxilina 1g, iodato de sddio
0,29, alimen de amobnia 50g, acido citrico 1g e hidrato de cloral 50g), seguidas de
banho em 4gua destilada. Posteriormente, serd adicionado em HCI 0,01N por 2 minutos
e em seguida na solucdo de Picrossirius por 1h. Apds esse procedimento de desidratacdo
em concentragcfes crescentes de alcool (70%, 80%, 95% e 100%). Apds essa etapa as
laminas serdo imersas em dois banhos seguidos de xileno e em seguida montadas para

posterior analise.

m) Morfometria e estereologia
A quantificacdo do enfisema pulmonar seré realizada através da morfometria dos
espacos aéreos e determinada através da medida do didmetro alveolar médio (Lm), em
micrémetros, em dez fotomicrografias aleatorias capturadas por microscépio de luz com
a objetiva de 40x (WEIBEL, 1963).



De modo que se possa quantificar o numero de vezes em que septos alveolares
interceptam um conjunto de retas coerentes em um campo livre de bronquiolos, que no
caso dos pulmdes enfisematosos, 0 nimero de interceptos das estruturas septais sera
menor, indicando destruicdo alveolar. O Lm é obtido pela equacdo Lm = Ltot/Li, em
que Ltot é o comprimento total das retas do campo microscopico e Li é o numero de
interceptos de estruturas alveolares com as retas do reticulo (WEIBEL, 1963;
VALENCA E PORTO, 2008). A analise da densidade de superficie septal (Vv[septo])
sera realizada através do sistema teste M42, o qual sera acoplado ao monitor através da
projecao da imagem. A determinacdo do Vv de septo sera calculada dividindo o niUmero
de pontos (Pp) que tocam os septos alveolares (Pp[septo]) pelo numero total de pontos
do sistema teste (Pt) aplicando-se na formula Vv = Pp / Pt.

Anélise estatistica

Os resultados serdo calculados como media + erro padrdo da média (EPM),
tratados com a andlise de variancia (ANOVA) e pds-teste de Bonferroni ou teste tde
Student. O software GraphPad prisma 5 (GraphPad Prism version 5.0, San Diego, CA)
sera utilizado para as analises estatisticas. Serdo considerados estatisticamente
significantes os resultados que apresentarem probabilidade de ocorréncia da hipotese
nula menor que 5% (p < 0,05).
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