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Certeza

De tudo, ficaram trés coisas:
A certeza de que estamos
Sempre comegando...

A certeza de que seremos
Interrompidos antes de ferminar...
Por tanto devemos:

Fazer da interrupgdo

Um caminho novo...

Da queda um passo

de danga

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro.
Fernando Pessoa.
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RESUMO

Magnani KL. ESTUDO MORFO-FUNCIONAL, BIOQUIMICO E
IMUNOHISTOQUIMICO DO APARELHO RESPIRATORIO EM RATOS
EXPOSTOS A FUMACA DO CIGARRO E AO ALCOOL. [Tese de Doutorado
em Bases Gerais da Cirurgia] Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP-Universidade Estadual Paulista; 2009.

Introducao: Visto que 80-95% dos estilistas sdo também tabagistas, é
desejavel que modelos experimentais de estudo dos efeitos deletérios do
consumo crénico do alcool incluam grupos com a associagdo de etilismo e
tabagismo, permitindo desta forma, mimetizar, de maneira mais precisa, 0s
efeitos do abuso crénico do alcool em humanos.

Objetivo: Investigar os efeitos da exposicao crénica a fumacga do cigarro e ao
alcool no estresse oxidativo, nas alteracoes morfo-funcionais e disturbios
imunohistoquimicos provocados por estas agressées no aparelho respiratério
de ratos.

Método: cento e vinte ratos machos Wistar foram divididos em oito subgrupos
de quinze animais (controle, tabagista, alcoolista e alcoolista + tabagista) em
dois tempos experimentais (180 e 260 dias). Os biomarcadores de estresse
oxidativo (superdxido dismutase, concentragcdo da proteina tiol, glutationa
perodixase e substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) foram pesquisados
em hemaceas lavadas. As alteragées morfo-funcionais pulmonares (presenca
de reacao inflamatéria e estimativa de enfisema) foram avaliadas através do
estudo histolégico em microscopia Optica e estudo do pulméo isolado
(complacéncia e complacéncia especifica). O estudo imunohistoquimico foi
realizado através da pesquisa da expressdo de survivina, proteina P53,
antigeno nuclear de proliferacéo celular e do indice apoptético, pela técnica de
TUNEL, no parénquima pulmonar e na traquéia.

Resultados: o peso corpéreo dos trés grupos experimentais foi menor que o
grupo controle, sendo os menores valores 0s dos grupos alcoolista + tabagista,
sendo a estimativa de enfisema pulmonar também maior nestes animais. Os
animais dos grupos tabagistas e tabagistas + alcoolista apresentaram: menor
complacéncia, maior incidéncia de bronquiolite, maior expressdo para a
survivina nas traqueias e maior indice apoptético bronquiolar. Os animais
expostos somente ao tabagismo apresentaram niveis elevados de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico e menor complacéncia especifica. Os trés
grupos experimentais apresentaram reducéo da expressao do antigeno nuclear
de proliferacdo celular e imunoexpressdo negativa para a proteina P53.
Conclusao: o tempo de exposicao de 260 dias as drogas estudadas resultou
em alteragbes mais expressivas, sendo que o principal fator envolvido foi a
exposicao a fumaca do cigarro.

Descritores: tabagismo, alcoolismo, estresse oxidativo, apoptose, ratos wistar.
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ABSTRACT

Magnani KL. MORPHO-FUNCTIONAL, BIOCHEMICAL AND
IMMUNOHISTOCHEMISTRY STUDY OF RESPIRATORY SYSTEM IN RATS
EXPOSED TO CIGARETTE SMOKE AND ALCOHOL. [Tese de Doutorado
em Bases Gerais da Cirurgia] Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP-Universidade Estadual Paulista; 2009.

Introduction: Since 80-95% of alcoholic are also smokers, it is desirable that
study’s experimental models of deleterious effects of chronic alcohol
consumption includes groups with association of alcohol and tobacco, thus
allowing, mimic, more accurately, the effects of chronic alcohol abuse in
humans.

Objective: To investigate the effects of chronic exposure to cigarette smoke
and alcohol on oxidative stress, on morpho-functional alterations and
immunohistochemical disorders caused by these attacks to respiratory system
of rats.

Method: one hundred and twenty Wistar rats were divided into eight subgroups
of fifteen animals (control, smoking, alcohol and alcohol + smoking) in two
experimental times (180 and 260 days). Biomarkers of oxidative stress
(superoxide dismutase, tiol protein concentration, glutathione perodixase and
thiobarbituric acid reactive substances) were determined in washed red cells.
The morpho-functional lung’'s alterations (presence of inflammatory reaction
and estimate of emphysema) were evaluated by histological examination with
optical microscopy and study of the isolated lung (compliance and specific
compliance). The immunohistochemistry study was performed by investigating
the expression of survivin, P53 protein, nuclear antigen of cell proliferation and
apoptotic index by TUNEL technique, at pulmonary parenchyma and trachea.
Results: The weight of the three experimental groups was lower than the
control group, with the lowest values at the alcoholism + smoking groups, and
the estimated pulmonary emphysema was higher also in these animals. The
smokers and smokers+alcoholic groups’s animals showed: lower compliance,
higher incidence of bronchiolitis, larger survivin expression to trachea and
higher bronchiolar apoptotic index. Animals exposed only to smoking showed
elevated levels of thiobarbituric acid reactive substances and lower specific
compliance. The three experimental groups showed a reduction at the
expression of nuclear antigen cell proliferation and negative immunoexpression
for P53 protein.

Conclusion: the exposition time of 260 days to the studied drugs resulted in
more significant changes, and the main factor involved was exposure to
cigarette smoke.

Key-words: smoking, alcoholism, oxidative stress, apoptosis, Wistar rats
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AlF: Fator Indutor de Apoptose, do inglés “Apoptosis Inhibitor Factor”

APAF-1: Fator de Ativacdo de Protease associado a Apoptose, do inglés
“Apoptotic protease activating factor 1”.

CAT: Catalase

COX-2: Ciclooxigenase-2
CVF: Capacidade Vital Forcada
DNA - Acido Desoxirribonucléico

DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica

ERO: Espécies Reativas de Oxigénio

FADD: “Fas Adaptor Death Domain”

GSH: Glutationa Reduzida

GSSH: Glutationa Oxidada

GSH-Px: Glutationa Peroxidase

H.O,: Per6xido de Hidrogénio

IAP: Proteinas Inibidoras da Apoptose, do inglés “Inhibitor of Apoptosis Protein”
Le: Radical lipidico

LOQe: Radical peroxil

LOOH: Hidroperéxido de lipidio

LOe: Radical alcoxil

MDA: Malondialdeido

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato

NF-Kb: Fator nuclear kappa beta, do inglés “fator nuclear kappa beta”
O, : Radical supero6xido

OH: fon Hidroxila

OH’: Radical Hidroxila



P53: proteina 53
p53: gene p53

PCNA: Antigeno Nuclear de proliferacao Celular, do inglés “Proliferating Cell
Nuclear Antigen”

rTNF: receptor de fator de necrose tumoral, do inglés: “Tumor Necrosis Factor
receptor”.

Smac/DIABLO: “second mithocondria-derived activator of caspases/ Direct IAP-
Binding Protein with Low pl”.

SOD: Superéxido Dismutase

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico, do inglés “Thiobarbituric
Acid Reactive Substances”

TNF: Fator de necrose tumoral, do inglés “Tumor Necrosis Factor”

TRAIL: Receptores do Ligante Indutor de Apoptose Relacionado a TNF, do
inglés “TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptors”

TUNEL: marcagéao in situ das extremidades nicadas de DNA, do inglés: TdT-
mediated dUTP-digoxigenin nick-end labeling

VEF1: volume expiratério no primeiro segundo
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

As conseqliéncias biolégicas do abuso do alcool tém sido
reconhecidas por varios séculos. Visto que 80—-95% dos estilistas sdao também
tabagistas, (BIEN e BURGE, 1990), e que o tabagismo esta, claramente,
associado com o aumento na incidéncia e gravidade das doengas em diversos
orgaos, (FINKLEA et al., 1971; NUORTI et al., 2000) é desejavel que modelos
experimentais de estudo dos efeitos deletérios do consumo crénico do alcool
incluam grupos com a associacao de etilismo e tabagismo (GENTRY-NIELSEN
et al., 2004), permitindo desta forma, mimetizar, de maneira mais precisa, 0s
efeitos do abuso crénico do alcool em humanos. Sabe-se também que os
prejuizos a saude associados a esta combinagcdo sdo maiores que aqueles
atribuidos a cada um dos fatores isolados (BLOT, 1992; SOBELL et al., 1990).

Segundo dados da World Health Organization (WHQO) (1999)
existem, no mundo, 1,26 bilhdes de fumantes ativos, ou seja, um terco da
populagdo adulta mundial. O tabagismo é considerado a principal causa
evitavel de doengas e morte prematura, sendo a maior causa isolada de
mortes na sociedade contemporanea, principalmente nos paises desenvolvidos
(CARVALHO, 2000). Atualmente, morrem por ano, quatro milhées de pessoas
por doencas relacionadas ao tabagismo, sendo tal fator responsavel por 1/6 de
todas as mortes ocorridas no mundo. Se esse panorama nao mudar, havera
cerca de dez milhdes de mortes por ano em 2030 e 70% delas ocorrerdo nos
paises em desenvolvimento (WHO, 1999). O tabagismo é considerado o fator
de risco mais importante para o cancer de pulmao. O habito de fumar tem sido
ainda relacionado com céancer de boca, faringe, laringe, eséfago, estdmago,

bexiga urinaria, e outros 6Orgados, além de aumentar a prevaléncia de



hipertensdo arterial sistémica, e o risco para doencgas cardiovasculares,
pulmonares, 6sseas, entre outras (ROBBINS e COTRAN, 2005).

O uso de alcool € uma pratica bastante difundida no Brasil. Segundo
os dados dos principais levantamentos nacionais de grande abrangéncia: V
levantamento nacional sobre o consumo de drogas psicotrépicas entre
estudantes do ensino fundamental e médio da rede publica de ensino nas 27
capitais brasileiras (GALDUROZ et al., 2004) e | levantamento domiciliar sobre
0 uso de drogas psicotropicas no Brasil (CARLINI et al., 2001), a idade de
iniciacdo no uso de alcool tem sido de 12,5 anos, com frequéncia de uso na
vida de 65,2% entre jovens estudantes de 12 a 17 anos. O uso regular de
alcool na populacédo geral (pelo menos trés a quatro vezes por semana), em
individuos com idade entre 15 e 65 anos, foi relatado por uma média de 5,2%
da populagao entrevistada nas 107 maiores cidades brasileiras (CARLINI et al.,
2001).

O etilismo é uma doenca de alta prevaléncia em nosso meio,
variando de 8,7 a 55% nas enfermarias clinicas e cirurgicas e de 12,5 a 38%
nos servigos de urgéncia. No Brasil estima-se que cerca de 10% da populagao
seja dependente de alcool, sendo que o consumo de etanol em doses
excessivas é inversamente proporcional ao nivel sécio-econdmico. Os efeitos
deletérios do abuso do alcool agudamente atingem principalmente o sistema
motor, no entanto, o uso crénico tem efeitos toxicos para o figado, pancreas,
coracéao, cérebro e ossos, causando lesdes irreversiveis (FORTES e CARDO,
1991).

Mesmo sendo reconhecido ha mais de um século, como um grande
fator de risco para pneumonia, s6 atualmente o alcool foi considerado
responsavel por danos pulmonares, caracterizando o pulméo alcodlico
(GUIDOT e HART, 2005). Ainda nao ha certeza dos verdadeiros mecanismos
agressores, € se ha agao direta nos alvéolos, como ocorre no figado e no
pancreas. Estudos iniciados entre as décadas de 70 e 80 sao totalmente
controversos, pois avaliavam pequenos grupos de pacientes, sendo muitos
deles também tabagistas cronicos (EMIRGIL e SOBOL 1972, BEVILACQUA et
al.,1975). Somente no inicio deste século, com os estudos dos antioxidantes,

como a glutationa, foi possivel atribuir ao alcool a funcdo de agressor da



membrana celular alveolar e medir o verdadeiro dano dessa droga para a
fungé@o pulmonar.

Se a molécula nao estiver em equilibrio, isto é, o numero de elétrons
na sua orbita for diferente do nimero de prétons do nucleo, defini-se o termo
radical livre. Este € uma molécula altamente instavel, que tem uma vida média
muito curta (microssegundos) e que tenta desesperadamente equilibrar-se,
pareando os elétrons livres de sua Orbita. . Este fendmeno determina a
formacao de radicais livres em cascata, processo que s6 termina quando dois
radicais livres se encontram, um deles ganha e outro perde elétrons, deixando
de ser assim um radical livre (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

As reacbes de oxidacao e reducao ocorrem normalmente em nosso
organismo. Um dos exemplos é a formacéao do trifosfato de adenosina (ATP) a
partir do oxigénio e glicose no interior da mitocondria (Ciclo de Krebs). O
oxigénio consumido é reduzido por acao da citocromo-oxidase. Durante o
curso deste metabolismo normal, o oxigénio pode receber um numero diferente
de elétrons, ndo pareando sua 6rbita, formando assim metabdlitos oxigenados,
que séo citotoxicos.

O primeiro passo no processamento do oxigénio molecular consiste
na adicdo de um elétron ferroso (Fe+2) gue se encontra na enzima mitocondrial
denominada citocromo ¢. Como resultado, as ligacdes covalentes entre os dois
atomos de oxigénio sao parcialmente rompidas, resultando o radical
superoxido (Oo-). Na molécula de superdxido, o elétron tomado da molécula
ferrosa se pareia com um dos radicais livres, deixando o outro ndo pareado, o
qual se torna extremamente reativo, avido por parear seu outro elétron. O
superdxido é um radical livre instavel, com vida meédia de milissegundos em um
pH neutro. Ocorre nas células aerdbias, que realizam o metabolismo aerdbico,
sendo liberado pela cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria. A maior
parte da literatura sugere que o superdxido ndo € tdéxico por si mesmo, mas
age como precursor para a geracdo de radicais livres provenientes do
metabolismo de oxigénio com propriedades citotdxicas mais acentuadas
(peréxido de hidrogénio e radical hidroxila) (FRIDOVICH, 1975).

Devido a natureza intrinseca dos radicais livres em procurar o
equilibrio pareando seus elétrons, é evidente que dois radicais livres se
neutralizam sem a necessidade de participagdo enzimatica devido a que cada



um deles carrega um elétron impar na sua érbita externa. As dismutacdes
espontdneas sao potencialmente Uteis para a neutralizagcdo da formacéao de
substancias oxigénio-reativas, mas ocorrem com extrema lentiddo. No entanto
podem ser catalisadas por enzimas: superoxido dismutase (SOD), no caso dos
superoxidos, glutationa e catalase, no caso do perdxido de hidrogénio. Assim
duas moléculas de superéxido podem dismutar-se, dando moléculas neutras,
processo que requer acido (H*), através da reagdo: 20, + 2H" = H,0, + O,
que determina a formacado de peroxido de hidrogénio (dgua oxigenada) e
oxigénio. O perdxido de hidrogénio ndo € considerado um verdadeiro radical
livre, por ter sua Orbita pareada, porém por ser uma substancia altamente
hidrossoluvel e por penetrar rapida e facilmente na célula age como precursor
da formacéao de outros radicais livres (DROGE, 2002). Se este processo nao é
suficientemente rapido para proteger o organismo de lesbes, 0 superoxido
tenta ganhar um elétron de qualquer outra fonte. Uma importante fonte sao os
acidos graxos insaturados encontrados na camada dupla de lipideos das
membranas celulares que sdo vitais para o funcionamento das células. A
enzima SOD elimina tal reacdo. Se o superoxido ndo € destruido com
suficiente rapidez, o perdéxido de hidrogénio formado como resultado da
dismutacdo vai reagir com o superoxido restante( HoO2 + O = O, + OH +
OH’), reacdo conhecida como de Haber Weiss, que gera oxigénio molecular,
ion hidroxila e radical hidroxila. J& que s6 um radical livre esta agindo
(superoxido), sé sobra um radical livre: o radical hidroxila.

Esta reacdo € potencialmente perigosa, ja que o radical livre
hidroxila é muito mais reativo que o préprio superéxido, e que apesar de nao
existir uma enzima especifica no organismo para inibi-lo, pode ser neutralizado
por acido, ja que é um radical alcalino. O radical hidroxila atua na maioria dos
sistemas biologicos, sendo considerado um oxidante extremamente poderoso,
podendo ser produzido pela reducdo do H>O, por um metal, como o ferro ou o
cobre (FRIDOVICH, 1975).

O per6xido de hidrogénio gerado pelo superdéxido normalmente é
destruido pelas peroxidases. Os peroxidos de hidrogénio sdo neutralizados
quando combinados com a glutationa reduzida (GSH) catalisada pela enzima

glutationa peroxidase, formando glutationa oxidada e agua: H.O. + 2GSH



(glutationa peroxidase)= 2GSSH + 2H,O, ou pode ser neutralizado pela
enzima catalase, que utiliza o ferro como metal de transicéo, gerando agua e
oxigénio: 2H,0, (catalase)= 2 H,O + O, (HENSLEY et al., 2000).

Um quarto componente de radical livre € o oxigénio SINGLET, que
ndao vem diretamente do metabolismo do oxigénio, mas ¢é produzido
secundariamente ao processo de fagocitose determinado pela presenca de
certos tipos de glébulos brancos quando fagocitam bactérias, pela reacao em
que participam o fon hipoclorito e o peréxido de hidrogénio. E a forma excitada
do oxigénio molecular e ndo possui elétrons ndo pareados em sua ultima
camada, ndo sendo assim um radical livre. O oxigénio SINGLET, de acordo
com Droge (2002), tem pouca importancia em certos eventos biolégicos, e
poucos danos celulares foram relacionados a sua presenca.

Radicais livres sdo extremamente reativos e capazes de alterar
quimicamente muitos tipos de moléculas, incluindo proteinas, acidos nucléicos
e lipideos. Da acédo de espécies reativas de oxigénio nos acidos nucléicos,
podem decorrer modificacbes estruturais da molécula do A&cido
desoxirribonucléico (DNA), induzindo mutagbes génicas. Nos carboidratos,
podem induzir quebras nas cadeias, inibindo o reconhecimento do contato
celular e levando a divisdes celulares ndo limitadas pelo contato de células
vizinhas (PERCARIO e FEUZ, 1995). Em proteinas, as espécies reativas de
oxigénio causam a peroxidacao protéica, responsavel pela quebra de cadeias
polipeptidicas, inativagdo de enzimas, resultando em formagédo de proteina
carbolina e alteracdes funcionais nas células (SOHAL et al., 1994).

Nos lipidios, a acdo das espécies reativas de oxigénio resulta na
peroxidacéo lipidica. Os componentes lipidicos das membranas celulares séo
facilmente oxidaveis pelos radicais livres, conduzindo uma lipoperoxidacao em
cascata. A reagdo acima inicia-se com o sequestro do hidrogénio do acido
graxo polinsaturado (LH) da membrana celular, ou das organelas celulares,
com consequente formacdo de um radical lipidico (Le). Depois de iniciado, o
processo torna-se autocatalitico constituindo a fase de propagacdo. Na
propagacao, o Le reage com o oxigénio resultando o radical peroxil (LOOe) que
€ capaz de retirar um atomo de H de um acido graxo adjacente, formando o

hidroperoxido de lipidio (LOOH) e propagando a reagdo em cadeia da



lipoperoxidagdo. O hidroperoxido de lipidio na presenca de Fe* pode originar o
radical peroxil. Na presenca de Fe** pode ser clivado em LOe e OH". O radical
alcoxil (LOe) pode propagar a lipoperoxidacao retirando um hidrogénio de outro
LH, produzindo LOH, ou ainda retirar um hidrogénio de LOOH, produzindo
LOQe. O radical peroxil (LOOe) pode formar perdxidos ciclicos, os quais
também podem ser clivados em aldeidos, como o malondialdeido (MDA), que
aumenta consideravelmente a toxicidade de radicais livres, sendo considerado
0 “segundo mensageiro de toxicidade” (MEDEIROS, CARVALHO e FARIAS,
1995). O término ocorre quando um radical livre formado se encontrar com
outro radical livre, levando a estabilizagcdo dos dois radicais livres ou pela
presenga de antioxidantes, que neutralizam a agao do radical livre.

Apesar do oxigénio representar a principal fonte de geracao de
energia nos animais, 0 mesmo tem potencial de apresentar-se como toéxico,
através de seus metabdlitos intermediarios que podem alterar a estabilidade
dos tecidos. Os sistemas biolégicos se defendem contra a agressao dos
radicais livres e outros derivados de oxigénio convertendo estes radicais livres
em oxigénio por fenébmenos de oxidagdo ou em agua por fendbmenos de
reducdo. As lesdes teciduais provocadas pelas espécies reativas de oxigénio
(ERO) estao presentes em varias condigdes, e dentre elas estdo o tabagismo e
alcoolismo. O conjunto das substancias que neutralizam os efeitos danosos
das ERO constitui o sistema de defesa antioxidante, que s&o os enzimaticos
como: a glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e super6xido
dismutase (SOD), e os ndo-enzimaticos como: o acido ascérbico, tocoferol e
peptideos ativos, representados pela glutationa reduzida (GSH) (PAPAS,
1996).

Os grupos antioxidantes considerados de primeira linha sdo a
superdxido dismutase, a glutationa peroxidase e a catalase. A superoxido
dismutase acelera a dismutacdo, na qual duas moléculas de superdxido se
combinam (202, + 2H" = H,0, + O). O perdxido de hidrogénio, que é
moderadamente tdxico, pode ser decomposto em agua e oxigénio, seja pela
catalase, localizada nas organelas dos peroxisomas, seja pela glutationa
peroxidase, que esta localizada no citosol e na mitocondria. A presenca do

SOD nas células aerdbicas é de extrema importancia por minimizar os efeitos



toxicos dos superoxidos nos tecidos. O SOD catalisa a dismutacdo do
superoxido com extrema rapidez, aproximadamente 10 milhées de vezes mais
rapido que a dismutacao espontanea. Existem dois tipos de SOD: mitocondrial,
que utiliza o cofator metalico manganés; e o SOD citoplasmatico, que contém
como cofatores metalicos o cobre e o zinco (FRIDOVICH, 1975).

A catalase € uma enzima que contém o fator heme, e utiliza o cobre
como cofator metalico. Na reagdo da catalase uma das duas moléculas de
peroxido € reduzida ao oxigénio, e a segunda é reduzida a agua. A glutationa
peroxidase constitui a primeira linha de defesa contra os peréxidos. E da
mesma forma que o SOD, a glutationa peroxidase é altamente induzida em
resposta a quantidade de substrato presente, porém esta resposta depende
principalmente da quantidade de selénio presente (HENSLEY et al., 2000).

A glutationa peroxidase, que utiliza para sua agdo o tripeptidio:
glutationa, que € formada por trés aminodacidos: acido glutamico, cisteina e
glicina. O aminoacido central, a cisteina, é a parte ativa e carrega consigo o
grupo CH2HSH, e por isto esta enzima é representada pela sigla GSH. A acao
da glutationa € a destruicdo do peroxido de hidrogénio (catalisada pela
glutationa peroxidase), representada pela seguinte reacédo: 2GSH + 2H.O =
GS-SG + 2H20. A glutationa carrega um aminoacido que contém enxofre, e
como o organismo sintetiza glutationa, é importante uma adequada reposicao
de enxofre pela dieta. Uma vez utilizada a glutationa para remover o oxigénio
do per6xido de hidrogénio, este deve ser reprogramado para ser novamente
utilizado, fendmeno que é obtido através da enzima glutationa redutase, que
supre o hidrogénio requerido pela glutationa pela seguinte reagdo: GSSG + 2H
= 2 GSH (DROGE, et al., 2002).

O desequilibrio entre a producdo de ERO e defesas celulares
constitui o estresse oxidativo (NISHIYAMA et al., 1998), que é deletério para os
tecidos. Estresse oxidativo € o termo associado ao desequilibrio entre a
producao de oxidantes e as defesas do organismo. Oxidantes incluem ERO,
espécies reativas de nitrogénio (ERN), entre outros (ABUJA e ALBERTINI,
2001).

O élcool e a nicotina tém sido relatados, individualmente, como

importantes fontes de geracao de espécies reativas de oxigénio (GUEMOURI



et al., 1993; LEANDERSON e TAGESSON, 1992; MEHTA et al., 1998;
WETSCHER et al., 1995). Além de representarem importantes fatores de risco
para doencas cardiovasculares, canceres e outras doencas (DEL BOCCIO et
al., 1990; MASER, 1997; McGINNIS e FOEGE, 1993). De acordo com
Romberger e Grant (2004) a associacdo do tabagismo e etilismo promove
maior dependéncia da nicotina, resultando em piores conseqliéncias
relacionadas a saude, incluindo canceres de cabeca e pescoco.

Os pulmdes sao os primeiros 6rgaos que sao expostos ao tabaco e
sao altamente susceptiveis a formacédo de ERO. As particulas do tabaco ficam
retidas no filtro, que retém cerca de 99,9% de todas as particulas maiores que
0,1 um . Os gases atravessam o filtro. As particulas do cigarro contém mais de
10" radicais livres por grama e os gases contém mais de 10" radicais livres
por tragada (PRYOR e STONE, 1993). Os radicas das particulas tém longa-
vida (horas a meses), enquanto os radicais dos gases tém tempo de vida curto
(segundos) (PRYOR e STONE, 1993; SMITH e FISCHER, 2001; PRYOR et al.,
1998). O cigarro contém inUmeras espécies reativas ao oxigénio e ao
nitrogénio, além de geracdo enddgena de uma série de outros radicais livres
quando € inalado. Estas espécies reativas ao oxigénio podem induzir o
estresse oxidativo, que estd envolvido na geracdo e/ou progressao de
inumeras doencas pulmonares ou cardiovasculares (VALKO et al., 2007).

A inalacdo da fumaca do cigarro aumenta a ativacao de fagocitos
nos pulmodes resultando em uma maior producdo de espécies reativas ao
oxigénio pelas células inflamatorias. Varios estudos tém enfatizado a
importancia da produgdo das ERO e da inflamagdo em tabagistas com a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (MORRISON et al., 1999;
RAHMAN e MACNEE, 1999; RAHMAN et al., 1999).

Mak (2008) pesquisou os efeitos do estresse oxidativo na
fisiopatologia do DPOC, através de uma revisdo de literatura. O autor relata
que os resultados sdo bastante conflitantes. Alguns estudos tém demonstrado
uma marcante reducdo da capacidade antioxidante no plasma, enquanto
outros tém apresentado resultados opostos. Mak (2008) argumenta que
resultados tdo conflitantes podem estar relacionados com diferencas
individuais na capacidade antioxidante, como resultado de caracteristicas

especificas de cada populacdo ou por diferentes métodos adotados nas



pesquisas, intensidade e/ou tempo de exposicdo e as condicdes de
armazenamento dos cigarros. Sendo assim, existem muitas limitacbes em
extrapolar os resultados obtidos em estudos experimentais para estudar os
efeitos biol6gicos da exposigdo ao cigarro em humanos, jA que nenhum
protocolo padréo é utilizado.

O etanol é extensivamente metabolizado a acetaldeido no figado
pela enzima Aalcool-desidrogenase (SCOTT et al., 1999) e pela catalase
(RUBIN, 1993). O acetaldeido também é oxidado a acetato pela enzima
acetaldeido desidrogenase/oxidase, o que contribui para a geracao de
espécies reativas ao oxigénio e de radicais livres (GONTHIER et al., 1991;
MIRA et al.,, 1995). O etanol também é oxidado pelo sistema microsomal
oxidativo a acetaldeido e ao radical 1-hidroxietil pelo citocromo P-450 IIE1
(ANANDATHEERTHAVARADA et al., 1993; REINKE et al., 1994). O consumo
agudo e crbnico do etanol tem sido correlacionado com o aumento de radicais
livres e aumento da peroxidacédo lipidica hepatica (AKKUS et al.,, 1997).
Montoliu et al. (1994) reportaram que a adicdao in vitro de diferentes
concentragdes de etanol aumenta a peroxidacao lipidica de acordo com o
aumento da dose de etanol administrado.

A geracao de espécies reativas de oxigénio € um passo crucial na
patogénese da lesdo tecidual. Consequéncias do ataque de biomoléculas
pelas espécies reativas de oxigénio, tais como: peroxidacdo lipidica, pode
resultar, na alteracdo da estrutura de membranas biologicas e de lipoproteinas
plasmaticas (MYLONAS e KOURETAS, 1999). Apesar do fato de se saber que
o etanol induz o estresse oxidativo (LIEBER, 1998), os mecanismos envolvidos
no comprometimento de alguns érgaos, tais como o pulmao, ainda nao sao
totalmente esclarecidos.

Estudos epidemiol6gicos tém revelado uma associacdo entre o
abuso de alcool e a sindrome da angustia respiratdria aguda, em decorréncia
de alteracbes na homeostase da glutationa (MOSS et al., 2000). De fato, o
alcool compromete tanto a secrecao de surfactante quanto a homeostase da
glutationa dos pneumdcitos do tipo Il nos alvéolos, aumentando assim a
susceptibilidade ao edema pulmonar em ratos (HOLGUIN et al., 1998). Em
adicdo, a ingesta de etanol aumenta a injuria pulmonar induzida por

endotoxinas associado com a ativagdo de enzimas degradantes da matriz



celular (LOIS et al., 1999), causando assim um aumento da permeabilidade da
membrana alvéolo-capilar. A deplecdo da glutationa pode tornar os lipideos
mais susceptiveis ao ataque das espécies reativas do oxigénio.

Individuos que consomem alcool cronicamente frequentemente
também séo tabagistas (HUGHES, 1993), o que pode potencializar os efeitos
nocivos do estresse oxidativo induzidos por ambos, sendo assim é importante
pesquisar a extensdo da interacdo entre alcool e tabaco no mecanismo do
sistema de defesa antioxidante e na peroxidagao lipidica. A influéncia da
interacao do alcool e do tabaco/nicotina na geragéo do estresse oxidativo tem
sido estudada em varios tecidos e/ou érgaos, tais como: cérebro (WATSON e
LITTLE, 1999), coracao (SANDHIR, SUBRAMANIAN e KOUL, 2003) pulmodes
(YEH et al., 2007) ou figado, rins, pulmdes e testiculos em um mesmo estudo
(HUSAIN et al., 2001), entre outros. A maioria de tais estudos relata sinergismo
entre tabaco e alcool, o que potencializa os efeitos oxidativos de ambos.

O uso concomitante do alcool e tabaco tem sido considerado como
fator de risco para desenvolvimento de doencas malignas nos diferentes
orgaos, sendo bastante importante o cancer de vias aéreas. Geralmente este é
compreendido como resultado final de um crescimento descontrolado que
ocorre nas células do epitélio respiratério. Esse descontrole é visto como
modificagbes genéticas que iriam alterar a atividade proliferativa e reguladora
destas células. Neste sentido, torna-se importante o estudo das proteinas
reguladoras do ciclo celular, como a proteina 53 (P53), o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), survivina e a evidenciacdo de células em
apoptose.

Ao longo dos dultimos anos, obteve-se importante avangco na
compreensdo da etiopatogenia das doencas neoplasicas através do
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, as quais possibilitam a
identificacdo de mecanismos intra e extracelulares de controle do ciclo celular
e 0 consequente comportamento biolégico dos tumores, os quais estédo
relacionados a expressao e atuacdo de um grande numero de moléculas, em
sua maior parte composta por proteinas. A utilizagdo crescente de técnicas
como o sequenciamento genético e a imunohistoquimica expandiu em muito
0s conhecimentos a respeito do grande numero de genes e funcbes de suas
respectivas proteinas. Diversos métodos tém sido desenvolvidos para sua



deteccao e quantificacao por técnicas de DNA recombinante (PCR), porém a
imunohistoquimica permanece como o método mais disponivel para a analise
em bases clinicas, devido ao seu custo reduzido e a possibilidade de sua
realizacdo em laboratérios convencionais de anatomia patoldgica (PINHO, et
al., 2005).

O PCNA é uma proteina de 36kD associada a atividade proliferativa,
sintetizada durante a interfase e que desaparece no final da mitose (CELIS e
CELIS, 1985). Myiachi et al. (1978) descreveram, a partir do soro de pacientes
com lupus eritematoso sistémico, um antigeno nuclear presente em células
proliferantes que inicialmente foi considerado como uma ciclina, em virtude de
seu aparecimento ciclico. Posteriormente, Bravo et al. (1987) relataram que se
tratava de uma proteina nuclear acida de 36kDa, que funcionava como
proteina auxiliar da DNA polimerase delta, associada tanto a replicacdo do
DNA como ao reparo do mesmo (McMORMICK e HALL, 1992; QUEIROZ,
1997).

O PCNA representa uma proteina nuclear nao histonica, que atua
como um co-fator da DNA polimerase delta, sendo observada sua presencga no
ciclo celular na fase G1 tardia, com um pico na fase S e declinio durante a fase
G2 e M. Geralmente, a demonstragdo da imunoexpressdao do PCNA permite
verificar a verdadeira fragdo proliferativa da entidade estudada (MIGHELL,
1995; SITTEL et al., 1999).

De acordo com McMormick e Hall (1992), o PCNA pode nao ser
especifico da fase S ou, necessariamente, estar relacionado com o ciclo
celular, podendo estar associado ao reparo do DNA ou ser expresso por
influéncia de fatores de crescimento em células que ndo estejam no ciclo
celular. Ainda, a expressdao do PCNA pode estar desregulada préximo a
tumores, em decorréncia de fatores de crescimento autécrinos, que regulam a
estabilidade e a expressdo do RNAm da proteina (HALL et al., 1990;
QUEIROZ,1997).

Como os marcadores refletem apenas momentos da vida da célula
€ possivel que determinada neoplasia apresente uma alta taxa de proliferacao
e um baixo percentual de células positivas (BROWN e GATTER, 1990).
Portanto, sem conhecer o exato momento do ciclo celular ndo € possivel

determinar se o elevado numero de células PCNA positivas em uma neoplasia



é fruto da alta renovacgao celular ou se indica uma grande propor¢ao de células
dividindo-se em prolongado ciclo celular.

A apoptose € a via de morte celular que € induzida por um programa
intracelular altamente regulado, no qual as células destinadas a morrer ativam
enzimas que degradam seu DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A
membrana plasmatica da célula permanece intacta, mas sua estrutura é
alterada de forma que a célula apoptética se torna um alvo primario da
fagocitose. A célula morta é eliminada rapidamente, antes que seu conteudo
possa extravasar, e desta forma, esse tipo de morte celular ndo desencadeia
uma reacao inflamatéria pelo hospedeiro. Consequentemente, a apoptose é
fundamentalmente diferente da necrose, que é caracterizada pela perda de
integridade das membranas, digestdo enzimatica das células e onde
frequentemente ocorre reacdo do hospedeiro. Entretanto, algumas vezes a
apoptose e a necrose coexistem, podendo ter algumas caracteristicas e
mecanismos em comum (SAVILL e FADOK, 2000).

A apoptose foi inicialmente reconhecida em 1972 por sua morfologia
distinta e nomeada pela designacado grega para “decadéncia” (KERR et al.,
1972). Ela ocorre normalmente em varias situacdes fisiol6gicas (destruicao
programada de células durante a embriogénese, ou morte de neutréfilos na
resposta inflamatéria aguda e dos linfocitos ao final da resposta imunoldgica,
por exemplo) e serve para eliminar células indesejaveis ou potencialmente
danosas ou com perda da sua utilidade. Também €& um evento patoldgico
quando as células sdo danificadas e ndao podem mais ser recuperadas,
especialmente quando a lesdo afeta seu DNA. Nestas situagdes a célula
irremediavelmente danificada é eliminada (WYLLIE, 1997).

As células apoptoticas geralmente exibem uma constelacéo distinta
de modificagbes bioquimicas, que sdo as bases das alteragbes estruturais da
apoptose. Um aspecto caracteristico da apoptose € a hidrélise das proteinas
envolvendo a ativacdo de varios membros de uma familia de cisteino-
proteases chamadas de caspases (STRASSER, O’'CONNOR e DIXIT, 2000).
Varias caspases estdo presentes nas células normais como pré-enzimas
inativas e precisam ser ativadas para induzir a apoptose. As caspases ativas
clivam muitas proteinas celulares vitais, tais como as lamininas, destruindo a

estrutura nuclear e o citoesqueleto; além disso, as caspases ativam as



DNases, que degradam o DNA nuclear. Essas mudangas sdo as bases das
alteracdes estruturais vistas no ndcleo e no citoplasma das células apoptéticas
(VAUX e STRASSER, 1996).

Sao conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases -
3, -6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose (BOATRIGHT e SALVESEN,
2003). As caspases -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14 estdo envolvidas na maturagao
de citocinas, e sua contribuicdo na apoptose permanece ndo esclarecida
(DENAULT e SALVESEN, 2002). As caspases sao sintetizadas como
precursores inativos denominados zimogénios (HENGARTNER, 2000). Apos
um sinal de morte celular, sdo ativadas por clivagem proteolitica. Essas
enzimas podem interagir com receptores de membrana ou moléculas
adaptadoras que contenham dominios de morte (death domain) (BOATRIGHT
e SALVESEN, 2003). As caspases podem ser classificadas de acordo com seu
pré-dominio e seu papel na apoptose. Caspases iniciadoras possuem pro-
dominios longos, envolvidas na iniciagcdo da cascata proteolitica. Caspases
efetoras apresentam pré-dominios curtos ou inexistentes, responsaveis pela
clivagem de substratos (RUPNARAIN, 2004). Entre os diversos substratos das
caspases pode-se citar a mdm-2 (murine double minute), uma proteina que se
liga a P53, mantendo-a no citoplasma. Ao ser clivada pelas caspases, essa
proteina libera a P53 que se transloca para o ndcleo, ativando a transcricao de
genes préapoptdticos como o Bax (SCHULER, MAURER e GOLDSTEIN,
2003).

Os membros da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-XL inibem a
apoptose, pois previnem a liberacdo de citocromo ¢ e sdao chamados de
reguladores anti-apoptéticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak sdo proteinas pré-
apoptoticas (HENGARTNER, 2000). A expressao de Bcl-2 é capaz de inibir a
geragcao de espécies reativas do oxigénio e a acidificacdo intracelular, bem
como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria (VANDER, HEIDEN,
THOMPSON, 1999).

A homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteinas
antiapoptéticas e pro-apoptéticas. Estimulos, como dano ao DNA, levam ao
aumento na expressao das proteinas pré-apoptéticas. Esse desequilibrio induz
a apoptose (PETROS, OLEJNICZAK e FESIK, 2004). Entre as proteinas mais
estudadas, desta familia, estdo a Bax (pré-apoptoética) e a Bcl-2 (anti-



apoptoética) a qual é superexpressa em adenomas e carcinomas colorretais
(BRONNER et al.,, 1995). As proteinas Bax e Bcl-2 sao capazes de formar
homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2), sendo que
o equilibrio entre esses homodimeros e heterodimeros pode definir o balango
pré-apoptotico ou antiapoptdtico na célula (PETROS, OLEJNICZAK e FESIK,
2004).

Apdés um estimulo de morte, a Bcl-2 inibe a permeabilizagcédo da
membrana externa da mitocéndria, pelo sequestro de Bax ou por competir por
sitios que seriam ocupados pela Bax na membrana externa mitocondrial
(MURPHY et al., 2000). A Bax pode promover a apoptose através da interacao
com a mitocbndria, de forma independente da interagdo com proteinas
antiapoptéticas (PETROS, OLEJNICZAK e FESIK, 2004). As proteinas
inibidoras da apoptose ou IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) sdo moléculas
que exercem seu papel antiapoptoético através da capacidade de inibir a
atividade das caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -9 e de
modularem o fator de transcrigdo NF-kB. As IAP foram primeiramente isoladas
do genoma de baculovirus (SHI, 2002).

Durante a apoptose, as IAP sdo removidas por uma proteina
liberada da mitocondria denominada Smac/DIABLO (second mithocondria-
derived activator of caspases/ Direct IAP-Binding Protein with Low pl) (DU et
al., 2002). Apdés dano mitocondrial, a Smac/DIABLO ¢€ liberada do espago
intermembrana para o citoplasma, juntamente com o citocromo ¢. Enquanto o
citocromo c liga-se a APAF-1 (Fator de Ativacao de Protease associado a
Apoptose-1) e ativa diretamente a caspase-9, a Smac/DIABLO remove as IAP
de sua ligacgéao inibitéria com as caspases (CHAI et al., 2000).

A familia c-FLIP (FLICE-like inhibitory protein - proteina inibidora de
FLICE) também atua regulando a apoptose. Essa proteina inibe a apoptose
ligando-se ao FADD (Fas Adaptor Death Domain), uma proteina adaptadora
ligada ao Fas, prevenindo assim a ativacdo da caspase-8/FLICE (BADLEY et
al., 2000). Cinco diferentes membros das IAP ja foram descritos: NAIP, XIAP,
c-1AP-1, c-1AP-2 e survivina (FERREIRA et al., 2002).

Um grande numero de evidéncias indica que a survivina é uma
proteina essencial na regulagdo da progressao da mitose, inibicao da apoptose
e resisténcia a radioterapia e a quimioterapia em diversos tipos de cancer (LI e



LING, 2006). A survivina é um enzima inibidora da apoptose, que esta
relacionada com a carcinogénese através da supressao da capacidade do
organismo em limitar o crescimento celular anormal. A supressao da apoptose
contribui para a carcinogénese por uma série de diferentes mecanismos,
incluindo o aumento do tempo de vida de células anormais, facilitando assim o
acumulo de genes mutantes e promovendo a resisténcia a imunocitotoxicidade
(THOMPSON, 1995; YANG e KORSMEYER, 1996, REED, 2001). In vitro, a
survivina inibe a morte celular pelas duas vias da apoptose, extrinseca e
intrinseca (mitocondrial) e esta envolvida na organizacdo do fuso mitético e
regulacao das citocinas (REED, 2001).

Nas neoplasias epiteliais a localizagdo da imuno-expressao da
survivina a

torna alvo de diferentes estudos, como no adenocarcinoma de
estbmago, célon, pulmédo e prostata (MONZO, et al.,, 1999; PIZEM, COR e
GALE, 2004; LU et al., 2004), impondo um prognostico mais agressivo quando
sua expressao é citoplasmatica. Sua expressao esta relacionada a um
progndéstico pobre e uma diminuicdo na sobrevida dos pacientes (SARELA et
al., 2001).

Tendo sido descrita pela primeira vez, em 1997 por Ambrosini,
Adida e Altieri como integrante de uma familia de proteinas inibidoras de
apoptose (IAP), muitos dos aspectos referentes a expressao da survivina
permanecem ainda bastante controversos. Dentre estes, pode-se destacar os
resultados a respeito da presenca ou nao desta proteina em tecidos normais.
Reed (2001) e Grossman (2004) afirmam que "enquanto os tecidos fetais
normais contém abundante survivina em mRNA e proteinas, a maior parte dos
tecidos ap06s o nascimento ndo a apresentam". Esta afirmacdo pode ser
confirmada pelo relato de diversos autores como Knutsen, Adell e Sun (2004),
0s quais foram incapazes de detectar a presenga de survivina através do
método de imunohistoquimica na mucosa normal de 74 pacientes portadores
de cancer de reto. Também utilizando a imunohistoquimica, Lin et al. (2003)
falharam em encontrar qualquer reatividade para survivina em 30 fragmentos
de mucosa intestinal normal. Por outro lado, alguns autores tém relatado a
presenga de survivina em tecidos normais. Gianani et al. (2001) e Zhang et al.



(2001) demonstraram a presenca da survivina em amostras de mucosa
coldnica normal.

Existem fortes evidéncias da participagdo da proteina P53 na
supressao da tumorigénese. Além disso, a maioria dos canceres apresenta
mutacdes no p53 ou defeitos na sua regulacdo. O gene supressor de tumor
p53 codifica uma fosfoproteina nuclear cuja disfungcdo contribui para a
tumorigénese e a agressividade do tumor (AGUARWAL et al., 1998). A
proteina P53 participa da regulacdo do ponto de checagem de G1, que tem
fundamental importédncia na manutencdo da integridade do genoma, pois
permite a acdo de mecanismos de reparo do DNA ou a remocao de células
danificadas através do processo de apoptose. Danos no DNA promovem a
superexpressao e consequente ativacdo da P53, resultando na parada do ciclo
celular em G1 e iniciando o reparo do DNA. Depois de realizado o reparo, a
P53 aumenta a transcricdo da proteina mdm-2, que age como inibidora da
P53. A proteina mdm-2 se associa a P53, revertendo o bloqueio do ciclo
celular e promovendo o avancgo para a fase S (SHERR, 2000).

Quando os danos ao DNA ndo sao passiveis de reparo, ocorre a
ativagdo da apoptose (ASHKENAZ| e DIXIT, 1998). Muta¢des no gene p53
resultam em um descontrole do ponto de checagem de G1, possibilitando que
células danificadas progridam para a fase S sem reparar as lesbes, ou entrar
em apoptose (AGUARWAL et al., 1998).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes
maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca
(mitocondrial). A via extrinseca € iniciada pela ativagao de receptores de morte
celular em vérias células. Os receptores de morte mais conhecidos sdo 0s
receptores TNF do tipo | (TNFR1) e uma proteina semelhante chamada de Fas
(CD95). A via intrinseca resulta do aumento da permeabilidade mitocondrial e
da liberacdo de moléculas pré-apoptéticas no citoplasma, sem a participagéao
dos receptores de morte (RAVAGNAN, ROUMIER e KROEMER, 2002;
SCORRANO e KORSMEYER, 2003).

A superfamilia dos receptores fatores de necrose tumoral (tumor
necrosis factor receptor, rTNF) inclui diversos receptores, entre eles o rTNFR-
1, Fas/CD95, TRAIL. Os membros da familia do rTNF tém por principal
caracteristica um dominio extracelular rico em cisteina (ASHKENAZI, 2002). A



inativacao funcional dos rTNF com dominios de morte pode participar dos
processos de tumorigénese, através da via extrinseca da apoptose, ou como
elemento regulador do sistema imune (GHOBRIAL, WITZIG e ADJEI, 2005). O
receptor e ligante CD95 desempenham um papel importante na apoptose
durante a morte de células T maduras no final da resposta imune, morte de
células infectadas por virus. Foi observada uma correlacdo entre os niveis
séricos de Fas/CD-95 soluvel e a incidéncia de linfomas.

A explicagcdo para este achado é de que o Fas/CD-95 soluvel
compete com o ligante natural inibindo a apoptose (KRAMMER, 2000).
Também foi demonstrado que mutagdes que afetam a funcionalidade do
Fas/CD-95 estdo associadas a um efeito protetor da tumorigénese (FULDA e
DEBATIN, 2006). Diversos sao os fatores que podem desencadear a
apoptose, entre eles: ligacdo de moléculas a receptores de membrana,
agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no DNA, choque térmico,
deprivagédo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis
aumentados de espécies reativas do oxigénio (HENGARTNER, 2000).

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante
especifico, os seus dominios de morte interagem com moléculas conhecidas
como FADD/ MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem a
caspase-8 que ira ativar a caspase-3, executando a morte por apoptose
(DANIEL et al., 2001). A via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou
extracelular como a deprivacdo de fatores de crescimento, danos no DNA,
hipoxia ou ativagcdo de oncogenes. Os sinais que sao transduzidos em
resposta a estes insultos convergem principalmente para a mitocéndria
(HENGARTNER, 2000). Inuameros estudos sobre apoptose apontam a
mitocéndria como o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela
integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizagdo mitocondrial
e consequente liberacdo de moléculas pré-apoptoéticas nela presentes
(DESAGHER, 2000).

Quando sinais de morte alcangcam a mitocéndria, levam ao colapso
do potencial da membrana mitocondrial interna, bem como a uma transi¢ao da
permeabilidade mitocondrial. Ao mesmo tempo, a agua do espaco entre
membranas passa para a matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela e

consequente liberagcdo de proteinas pré-apoptéticas para o citoplasma



(GUPTA, 2003). Além da liberacao de moléculas pela mitocondria, a indugao
do potencial da membrana mitocondrial interna, e a transicdo da
permeabilidade mitocondrial levam a perda da homeostasia celular,
interrompendo a sintese de ATP e aumentando a produgcdo de espécies
reativas do oxigénio (KROEMER e REED, 2000).

O aumento nos niveis de ERO leva a oxidacao de lipidios, proteinas
e acidos nucléicos, aumentando o colapso do potencial de membrana
mitocondrial (GREEN e KROEMER, 2004). A resposta da mitocéndria ao dano
oxidativo € uma via importante no inicio da apoptose. Alguns estudos indicam
que durante a apoptose ocorre a formagdo de um megaporo que contém
diversas proteinas e abrange as membranas interna e externa da mitocéndria
(WETZEL e GREEN, 1999). Através desse poro ocorre a liberagdo do
citocromo c¢ para o citoplasma onde participa da ativagdo da apoptose. Os
diferentes sinais indutores de apoptose sao detectados pela mitocdndria,
fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratéria e
consequente liberacéo de citocromo c e proteinas ativadoras da apoptose para
o citosol (GUPTA, 2003).

Quando no citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a APAF-1
e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-
caspase-9, liberando a caspase-9 ativa (GREEN e KROEMER, 2004). Uma vez
ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose
(RUPNARAIN, 2004). Mais recentemente, foi descrita a participacdo, na via
mitocondrial, de uma flavoproteina conhecida por Fator Indutor de Apoptose
(AIF). A AlIF migra da mitocéndria para o nucleo apds um estimulo de apoptose
e induz a condensagao da cromatina e fragmentacdo do DNA em fragmentos
de 50Kb, independente da ativacdo das caspases (BROKER, KRUYT e
GIACCONE, 2005).

A exposicdo prolongada ao cigarro pode resultar no
desenvolvimento do enfisema pulmonar. Entre os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos destacam-se: o desenvolvimento de uma reagdo inflamatéria
cronica, o desequilibrio entre proteases/anti-proteases, estresse oxidativo e a
apoptose das células das paredes alveolares. Estudos experimentais sugerem
o0 envolvimento das caspases, deficiéncia do fator de crescimento vascular
endotelial, oxidantes, ceramida, linfécitos T CD8", elastases e interferon gama



na inducao da apoptose das células das paredes alveolares (AOSHIBA, 2007;
PARK, RYTER e CHOI, 2007).

Em relacdo a associacao do consumo de alcool e os mecanismos
envolvidos na apoptose do tecido pulmonar a maioria dos estudos séao
referentes ao mecanismo fisiopatolégico ou tratamento da sindrome da
angustia respiratéria aguda (MOSS et al., 1996; MOSS et al., 2003; GUIDOT e
HART, 2005; WAKABAYASHI e KATO, 2006). Entre os mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos sdo observados principalmente: a reducdo da
producdo de surfactante, a perda da integridade da membrana alvéolo-capilar
e aumento da sensibilidade a apoptose induzida por citocinas in vitro e in vivo,
dos pneumdcitos do tipo Il.

Como ja exposto, a literatura mostra mais comumente os efeitos
deletérios tanto do alcool como do tabaco de forma isolada, mas geralmente
existe na pratica a associacdo de ambos. Desta forma, o presente estudo visou
analisar os efeitos destas duas eventualidades em ratos, em relacao as

alteragcées morfo-funcionais, imunohistoquimicas e ao estresse oxidativo.






OBJETIVO

2. OBJETIVO

Investigar os efeitos da exposicao crénica a fumaca do cigarro a ao
alcool no estresse oxidativo, nas alteracoes morfo-funcionais e disturbios
imunohistoquimicos provocados por estas agressées no aparelho respiratério
de ratos.






METODO

3. METODO

3.1 Animais Utilizados

O protocolo experimental foi realizado conforme o “Guia de
procedimentos e utilizacdo de animais de laboratério”, publicado pelo U.S.
National Institute of Health e aprovado pelo “Comité de Etica e Experimentacéo
Animal” da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP - Universidade
Estadual Paulista (protocolo numero: 557). Foram utilizados 120 ratos machos
da linhagem Wistar, adultos com peso aproximado de 180-200 gramas,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP - Universidade Estadual Paulista.

3.2 Ambiente de Experimentacao

Os ratos foram mantidos no Biotério do Laboratério de Técnica
Cirurgica e Cirurgia Experimental, onde permaneceram durante todo o periodo
experimental, em sala fechada, a temperatura de 23 + 2°C, controlada por ar
condicionado, umidade de 60+ 5% e periodo claro-escuro de 12 horas. Os
animais foram alojados em gaiolas de poliuretano, com cinco ratos em cada
gaiola, recebendo racdo comercial padrao (Purina®, Brasil) e agua a vontade
durante um periodo de aclimatacdo de sete dias antes do inicio do
experimento. Diariamente as gaiolas foram limpas e os animais pesados

semanalmente (balanca Mettler Toledo®, modelo: Spider 2).



3.3 Grupos Experimentais

Apbs o periodo de aclimatacao no Biotério de Técnica Cirurgica e
Cirurgia Experimental os animais foram distribuidos, por sorteio, segundo a
tabela dos numeros casuais, em grupos como se segue:
GRUPO 1A - CONTROLE: 15 ratos que receberam racdo e dgua a vontade
por um periodo de 180 dias.
GRUPO 1B - CONTROLE: 15 ratos que receberam racdo e dgua a vontade
por um periodo de 260 dias.
GRUPO 2A - ALCOOL: 15 ratos que receberam solugdo de etanol diluido a
30°GL com agua destilada, e racao a vontade, por um periodo de 180 dias.
GRUPO 2B — ALCOOL: 15 ratos que receberam solucdo de etanol diluido a
30°GL com agua destilada, e racao a vontade, por um periodo de 260 dias.
GRUPO 3A - TABACO: 15 ratos que foram expostos a fumacga de 10 cigarros/
dia, durante sete dias por semana, racao e agua a vontade, por um periodo de
180 dias.
GRUPO 3B - TABACO: 15 ratos que foram expostos a fumaca de 10 cigarros/
dia, durante sete dias por semana, racao e agua a vontade, por um periodo de
260 dias.
GRUPO 4A - ALCOOL E TABACO: 15 ratos que receberam solucdo de etanol
diluido a 30°GL, com agua destilada, exposicao a fumaca de 10 cigarros/dia,
durante sete dias por semana e racao a vontade por um periodo de 180 dias.
GRUPO 4B - ALCOOL E TABACO: 15 ratos que receberam solucdo de etanol
diluido a 30°GL, com agua destilada, exposicao a fumaga de 10 cigarros/dia,

durante sete dias por semana e ragao a vontade por um periodo de 260 dias.
3.4 Sequéncia das Etapas Experimentais

3.4.1. Preparo e administracao da solucao de etanol

Apobs o periodo de aclimatacdo, durante sete dias foi oferecido aos
ratos, dos grupos 2A, 2B, 4A e 4B, etanol diluido a 10°GL, com agua destilada.
Esta diluicao foi aferida por um alcoémetro. Na segunda semana a diluicdo do

etanol foi de 20°GL e a partir da terceira semana até a conclusdao do



experimento (180 ou 260 dias), o etanol foi diluido a 30°GL. A agua foi
suspensa desde o inicio da introdugcado do etanol. Nos grupos controle (1A e
1B) e do tabaco (3A e 3B) foram oferecidos agua a vontade e ragdo comercial
padrao durante todo o periodo do estudo.

3.4.2 Exposicao a fumaca do cigarro

Os animais dos grupos 3 e 4 foram submetidos, por um periodo de
180 dias (3A e 4A) ou 260 dias (3B e 4B), a fumaca do cigarro em incubadora
modificada, através do método proposto por Simani et al. (1974),
implementado por Wang et al. (1999) e ja padronizado em nosso laboratério
experimental (PAIVA et al.,, 2003). Os ratos foram colocados em camara
transparente, com um volume de aproximadamente 95x80x65 cm, conectado
ao aparelho de fumar. Puffs de fumaca foram tirados do cigarro por vacuo, por
meio do aparelho de fumar, e depois jogados na camara, durante um periodo
de 30 minutos. ApoGs esse periodo, a fumaca foi exaurida. Durante a primeira
semana, a fumaca foi liberada a uma taxa de 5 cigarros, uma vez ao dia, sete
dias por semana, no periodo da manha. O numero de cigarros foi aumentado
para uma taxa de 10 cigarros, uma vez por dia, sete dias por semana, no
periodo da manha, da segunda semana até o final do periodo de estudo.
Assim, ao final, os animais foram expostos a fumaca de 10 cigarros ao dia. O
cigarro utilizado foi o de marca comercial com a seguinte composi¢do: 1,1 mg
de nicotina, 14 mg de alcatrdo e 15 mg de mondxido de carbono.

3.4.3 Procedimento do sacrificio

Apds a conclusdo do experimento (180 ou 260 dias) os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas e anestesiados com Pentobarbital
sédico (30mg/kg) intra-peritoneal, podendo ser complementado com mais um
terco da dose se o plano anestésico nao estivesse satisfatério. Os ratos foram
considerados anestesiados quando apresentaram respiragdo regular e
superficial, associada a flacidez da musculatura esquelética e
desaparecimento dos reflexos. A seguir foram submetidos a pesagem e
mensuracdao do comprimento focinho-anus e do IMC (peso em

Kg/comprimento focinho-anus?). Foram realizadas tricotomia cérvico-toracica e



abdominal, anti-sepsia com 4&lcool iodado a 2% e laparotomia mediana
xifopUbica. Apds coleta de dois ml de sangue venoso (veia cava inferior) para a
dosagem dos marcadores bioquimicos do estresse oxidativo em hemaceas
lavadas (item 3.4.4), foi realizada a seccdo completa da veia cava inferior e da
artéria aorta abdominal para o sacrificio por sangria.

Posteriormente, foram retirados os pulmdes unidos pela traquéia,
seccionada logo abaixo da cartilagem tiredide. Os pulmdes unidos pela
traquéia foram pesados e submetidos a mensuragdo de seus volumes pré e
poés-infusdo de formol tamponado a 10% a uma pressao de 20cmH,O (item
3.4.5). A seguir, os pulmbes unidos pelas traquéias, ja insuflados com a
solucéo de formol tamponado, foram armazenados em solucao fixadora, com o
objetivo da analise morfolégica e imunohistoquimica.

3.4.4 Dosagem dos marcadores bioquimicos do estresse oxidativo em
hemaceas lavadas

A dosagem dos marcadores bioquimicos do estresse oxidativo em
hemaceas lavadas foi realizada em todos os animais dos subgrupos. As
amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio com anticoagulante e
centrifugadas a 1.200 rpm por 10 minutos a 25°C. Para obtencdo das
hemaceas lavadas, o sangue foi lavado com tampéo-salina-fosfato (PBS), a
4°C e centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos por trés vezes para retirada
do plasma, glébulos brancos e plaquetas por aspiracdo. Em seguida, foi
preparado um hemolisado, o qual foi utilizado para as determinagcbes dos
biomarcadores do estresse oxidativo: atividades enzimaticas de superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) e concentragdes da
proteina ti6l e de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) de
acordo com a metodologia descrita por Ferreira et al. (1999).

3.4.4.1 Determinagédo da peroxidacgao lipidica — substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS)

O hemolisado foi preparado para adicao de acido tiobarbiturico (TBA
a 0,67%). A mistura foi aquecida a 80°C por 30 minutos e a absorbancia foi

determinada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 535 nm. Os



resultados foram expressos em nM de malonaldeido por grama de
hemoglobina (nM/gHb) (FERREIRA et al., 1999).

3.4.4.2 Determinacao da atividade de superdxido dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada pela sua capacidade de
inibir a auto-oxidagéo do pirogalol® pelo anion superéxido. Apds preparo da
amostra, a absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 420 nm (25°C). A quantidade de SOD capaz de
produzir 50% de inibicdo da oxidacdo do pirogalol®, por miligrama de
hemoglobina, foi definida como uma unidade de atividade enzimatica expressa
em Ul/mgHb (FERREIRA et al., 1999).

3.4.4.3 Determinacao da concentragao da proteina tiél (SH)

O conteudo de grupos tidis foi determinado pela adicdo da forma
reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que iniciou a
reagdo enzimatica do grupo SH com o acido 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzdico
(DTNB) formando o acido 2-nitro-5-tiobenzoico. A mistura consiste na adicédo
de 1.290 pl de agua destilada, 200 pl de tampéao Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0;
5mM), 200 ul de 10 Ul/ml de glutationa redutase (GSH-Rd), 200 ul de NADPH
(2mM) e 100 pl de DTNB (12 mM) a 10 pl de hemolisado. Para obtencao da
curva padréo do grupo tidis, foi realizado o mesmo ensaio, substituindo-se a
amostra de hemolisado por 10 ul de solugéo padrao 1:1000 glutationa oxidada
(GSSG) a 33 uM. A absorbancia foi determinada em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 412 nm. A concentracdo de grupo tidis foi expressa

em micromolar do substrato reduzido por grama de hemoglobina (uM/gHDb).

3.4.4.4 Determinacao da atividade enzimatica de glutationa-peroxidase (GSH-
Px)

A determinagcdo da atividade da GSH-Px foi realizada pelo
monitoramento da oxidagdo do NADPH. A amostra foi processada e a

absorbancia foi determinada em espectrofotometro com comprimento de onda



de 340 nm. A atividade da GSH-Px foi expressa em unidades de atividade
enzimatica por grama de hemoglobina (FERREIRA et al., 1999).

3.4.5 Estudo dos volumes pulmonares pré e pos-infusao de formol

Os pulmdes dos animais de cada subgrupo, unidos pela traquéia,
foram pesados em balanga analitica YMC-CO JAPAN série Chyo JS-110
obtendo-se assim, a massa pulmonar (m). O volume dos pulmdes foi aferido
através de imersdao em proveta com 60ml de solucéo de formol tamponado e
este foi chamado de: volume pulmonar pré-infusdo. Posteriormente foi injetada
a mesma solucao através da traquéia por meio de tubo de polietileno PE 240,
a uma pressado de 20cm HO e foi novamente aferido seu volume. Este foi
chamado de volume pulmonar pés-infusdo. A complacéncia do pulmao isolado
foi obtida através da férmula: C= volume pulmonar poés-infusdo - volume
pulmonar pré-infusdo/20, onde o denominador corresponde a pressao fixa de
20cm de agua. A complacéncia especifica foi calculada através da férmula:

Cesp=C/ volume pulmonar pré-infusao.

3.4.6Estudo das alteracbes morfolégicas e imunohistoquimicas

pulmonares

3.4.6.1 Microscopia 6ptica (Hematoxilina-Eosina):

Uma amostra longitudinal dos pulmdes direito e esquerdo, de sete
animais sorteados de cada um dos subgrupos foram processados para
inclusdo em parafina, cortados (trés micras) e corados pela hematoxilina-
eosina para o estudo de microscopia de luz, através do microscopio de luz
(marca Carl Zeiss do Brasil Ltda; modelo Axiostar plus). As laminas foram
avaliadas pelo patologista do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu, sem o conhecimento prévio de que grupos estavam
sendo verificados. Foram avaliadas as presencas de infiltrados inflamatérios
nas regides brdnquicas, bronquiolares e peri-alveolares, sendo essas
alteragdes registradas como presentes ou ausentes e estimadas em
porcentagem.



3.4.6.2 Estimativa de enfisema pulmonar

Para a avaliacdo da presenca de enfisema pulmonar foram
fotografados cinco campos por lamina de cada um dos pulmdes dos sete
animais de cada subgrupo, com aumento de 100x, com o auxilio de um
microscépio 6ptico Olympus Q color 5, modelo BX41TF ligado ao equipamento
de analise de imagem por microcomputador Programa Q Capture. A seguir,
tais imagens foram analisadas no Programa Image J para estimar a
porcentagem de tecido que ocupava o campo analisado. Como no enfisema
pulmonar ha destruicdo alveolar, esperou-se que, em caso da presenca do

mesmo, a porcentagem de tecido examinada na lamina estivesse reduzida.

3.4.6.3 Marcadores de proliferacao celular

As seccoes de parafina de um dos pulmdes e da traquéia, de sete
animais sorteados de cada subgrupo, foram submetidas a reacdo de
imunohistoquimica utilizando-se os anticorpos primarios: PCNA, P53 e
Survivina. A reacdo de imunohistoquimica foi realizada, pelo método de
Avidina Biotina Peroxidase, segundo Hsu et al. (1998).

Apbs a desparafinizacdo, foi realizado o bloqueio da peroxidase
enddgena por meio da incubacdo das laminas com solugdo de peroxido de
hidrogénio 3%, diluida em agua destilada por 10 minutos, a temperatura
ambiente, protegida da luz. Em seguida, foi realizada a reativagdo antigénica
pelo calor, utilizando-se forno de microondas e tampéao acido citrico 0,21% pH
6.0/0,01mM por 15 minutos. Este procedimento foi realizado com a finalidade
de recuperar sitios antigénicos mascarados pela fixacao em formol e inclusao
em parafina.

As amostras foram lavadas em tampao Fosfato (PBS) pH= 7.2-7.4
por 10 minutos, a temperatura ambiente. O excesso de liquido foi retirado e os
cortes receberam os anticorpos primarios diluidos previamente. Estes foram
incubados por 18 horas, em camara Umida, a 8°C. Os anticorpos foram
retirados por meio de aspiragdo negativa e as laminas foram lavadas em dois
banhos de PBS, a temperatura ambiente, por cinco minutos cada banho. Por
fim, os cortes foram recobertos pelo anticorpo secundéario biotinilados e
posteriormente o complexo ABC por uma hora a temperatura ambiente. Foram
novamente lavados em dois banhos de PBS, por cinco minutos cada banho. A



reacao foi revelada pelo cromégeno e pelo substrato 3,3-diaminobenzidina. As
laminas foram lavadas em agua corrente por 30 segundos e contra-coradas
com Hematoxilina de Mayer. Os cortes foram desidratados por quatro banhos
de alcool etilico PA, em concentragdes crescentes de 60%, 65%, 95% e
absoluto (100%), e foram diafanizados por trés banhos de Xilol. As laminas
foram montadas com Permont e laminulas 24 x 32 (KNITTEL), e lidas em
microscopio O6ptico biocular (NIKON). Detalhes sobre os marcadores de

proliferacdo estudados estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1- Descricdo dos marcadores de proliferacao celular estudados.

Anticorpos  Monoclonal/ Empresa/ Diluicao Método de Método
policlonal pais origem recuperacao secundario
do antigeno (padrao de

marcacao de
cada anticorpo)

SURVIVINA  Monoclonal LabVision/USA 1:100 Acido Citrico  Kit LSAB (DAKO)

(clone 5E8) de 0,21% pH 6.0
Camundongo em forno de
microondas
por 15'.
PCNA (clone  Monoclonal DAKO/USA 1:100 Acido Citrico  Kit LSAB (DAKO)
PC-10) de 0,21% pH 6.0
Camundongo em forno de
microondas
por 15’.
P53 (clone Monoclonal DAKO/USA 1:150 Acido Citrico  Kit LSAB (DAKO)
DO-7) de 0,21% pH 6.0
Camundongo em forno de
microondas
por 15’.

As células coradas pelo PCNA foram contadas e o indice de

proliferacdo celular foi calculado pela contagem de 1000 nucleos em cada



lamina usando a seguinte formula: (numero de células marcadas/numero de
células coradas e ndo coradas) x 100. Foi considerado como padrdao de
positividade o aparecimento de coloragdo marrom acastanhada no nucleo para
a reatividade ao PCNA. Da mesma forma, foi considerado como padrao de
positividade o aparecimento de coloragdo marrom acastanhada nuclear para a
reatividade a P53 e citoplasmatica para survivina.

3.4.6.4 Protocolo imunohistoquimico para deteccdo de imuno-expressédo de
apoptose pelo método de TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick-end labeling
(TUNEL)

Os cortes histoldgicos (traquéia e pulmao) de sete animais de cada
grupo estudado foram submetidos a reacdo imunohistoquimica do TUNEL,
para a evidenciacdo de apoptose. Por meio desse método, € empregada a
enzima desoxinucleotidil-transferase terminal (TdT), do grupo das transferases:
enzimas que catalisam reagdes de transferéncias de grupamentos. A enzima
desoxinucleotidil-transferase terminal se liga a extremidade 3-OH do
fragmento de DNA da célula que sofreu apoptose e catalisa a adi¢cdo da biotina
marcada aos desoxinucleotideos ndo marcados.

Os nucleotideos biotinilados sdo detectados pelo emprego do
conjugado composto por estreptovidinahorseradish peroxidase (HRP). Na
etapa posterior, a diaminobenzidina (DAB) é oxidada na presenca da
peroxidase, resultando em um precipitado insolivel e marrom no sitio do
fragmento de DNA visivel ao microscopio. A contracoloragdo, empregando-se
verde de metila, favorece a avaliacdo morfolégica e a caracterizacdo das
células normais e das células apoptoticas. Para a aplicacdo do método, foi
utilizado o: In situ Cell Death Detection Kit POD do fabricante Roche Applied
Science Inc. Penzber (Alemanha). As secgdes histoldégicas dos pulmbes e das
traquéias dos animais estudados foram submetidas as seguintes etapas:

Desparafinizacdo e reidratagdo dos tecidos:
* Xilol I por 5 minutos.

* Xilol Il por 5 minutos.

 Etanol | (100%) por 5 minutos.

« Etanol Il (100%) por 5 minutos.



* Etanol 90% por 3 minutos.

* Etanol 80% por 3 minutos.

* Etanol 70% por 3 minutos.

+ Lavagem em TBS 1X e secagem cuidadosa do fragmento de tecido
demarcado.

Permeabilizag&o:

* Incubacgéo a temperatura ambiente com 100 pl de Proteinase K na diluicdo de
1/100 em Tris pH 7,8, durante 20 minutos.

» Lavagem em TBS 1X e secagem do corte histolégico.

Inativacdo da peroxidase enddgena:

* Incubacédo a temperatura ambiente com 100 pl de perdxido de hidrogénio
(H202) a 3% em TBS, por 5 minutos.

+ Lavagem em TBS 1X e secagem cuidadosa do fragmento de tecido

demarcado.

Equilibrio e marcacao da reacao:

* Incubacédo a temperatura ambiente com 100 pl de “TdT Equilibration Buffer”
na diluicao de 1/5 em agua destilada, por 30 minutos.

* Incubacdo em camara umida a 37 °C com 60 pl da solucdo com 57 ul de
“TdT Labeling Reaction Mixture” e 3 pl de “TdT enzime”, por 1Th30min.

Interrupgéo da reagéo:

+ Lavagem em TBS 1X e secagem cuidadosa do fragmento de tecido
demarcado.

* Incubacdo a temperatura ambiente com 100 pl de “Stop Buffer”, por 5
minutos.

+ Lavagem em TBS 1X e secagem cuidadosa do fragmento de tecido
demarcado.

Deteccéo:

* Incubacdo a temperatura ambiente com 100 ul de “Block Buffer”, por 10
minutos.

« Secagem do fragmento para retirada do excesso de solug¢ao bloqueadora.

* Incubagdo em camara umida a temperatura ambiente com 100 pl do “50X
Conjugate” na concentracao de 1/50, diluido na solucao “Block Buffer”, por

30 minutos.



+ Lavagem em TBS 1X e secagem cuidadosa do fragmento de tecido
demarcado.
* Incubacédo a temperatura ambiente com 100 ul da solugdo DAB, cerca de 10
a 15 minutos, observando-se a intensidade da revelagcao da imunoreacéo.

+ Lavagem em agua destilada.
Contra-coloracéo:
» Contracoloragdo com 100 pl de verde de metila por 3 minutos.
« Etanol 100% (2 a 4 vezes).
+ Secagem.
» Xilol (2 a 4 vezes).
+ Montagem com permount®.

As alteragdes foram visualizadas através de um sistema de
substrato em que os nucleos com fragmentacdo do DNA permaneciam com a
coloragdo marrom. Como controles positivos foram utilizadas glandulas
prostaticas de ratos castrados. A apoptose foi avaliada em dez campos de
cada animal analisado com um aumento de 400x, através da utilizacdo de uma
gradicula de 100 pontos com uma area conhecida (62500 umz a um aumento
de 400x) acoplada a ocular do microscépio (GUNDERSEN et al., 1988).
Primeiramente foi calculada a area septal pulmonar em cada campo, de
acordo com o numero de pontos em que o tecido pulmonar tocava as
extremidades das retas perpendiculares. A seguir, foi contado o numero de
células em apoptose na area septal pulmonar. O célculo do indice apoptético
foi realizado através da equacgado: numero de células positivas para apoptose

na area septal pulmonar/area septal pulmonar.

3.5 Analise Estatistica

Para estudo do crescimento dos animais foi utilizada a funcao
logistica. Foi calculada a estimativa dos parametros para cada grupo em cada
experimento. Foi também construido um intervalo de 95% de confianga para
cada parametro.

Para as variaveis: peso, massa pulmonar, volume pulmonar pré e
poés-infusdo de formol, complacéncia, TBARS, SOD, GSH-t e GSH-Px, % de

bronqueolite, estimativa de enfisema pulmonar, PCNA e indice apoptético que



apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de varidncias foi utilizada
a analise de variancia no esquema fatorial, estudando-se os fatores grupo e
experimento e a interagcdo grupo Xx experimento. Para as variaveis:
complacéncia especifica, comprimento focinho-anus, IMC, e % de alveolite,
que nao apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparacdo dos grupos e
experimentos. Para a survivina foi estudada a distribuicdo de freqiéncia de
resultados positivos, através do teste Qui-quadrado. O nivel de significAncia
utilizado foi de 5%.



RESULTADOS

4. RESULTADOS

Dos 120 animais que iniciaram o estudo, 117 o concluiram. Foi a 6bito
um animal de cada um dos respectivos grupos: 1B (Controle 260 dias), 2B
(Etilismo 260 dias) e 3B (Tabagismo 260 dias).

4.1 Crescimento dos Animais

4.1.1 Acompanhamento dos pesos semanais dos animais dos subgrupos
de 180 dias de exposicao

De acordo com as figuras 1 e 2 péde-se notar que, o grupo controle
apresentou a maior assintota, seguido do grupo tabaco. Os grupos expostos
ao alcool (alcool e alcool + tabaco) obtiveram as menores assintotas, indicando

gue o crescimento foi menor para estes ultimos grupos.
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Figura 1: Modelo logistico ajustado aos pesos médios semanais dos animais segundo
tempo de exposicéo de 180 dias.
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Figura 2: Estimativa da assintota (Parametro alfa) e respectivos intervalos de
confianga para cada grupo para o tempo de exposicao de 180 dias.

4.1.2 Acompanhamento dos pesos semanais dos animais dos subgrupos

de 260 dias de exposicao



Em relagdo aos animais de tempo de exposicao de 260 dias pbde-
se notar que, o grupo controle obteve a maior assintota, seguido dos grupos
alcool e tabaco (sem diferenca significativa entre si), e o grupo alcool + tabaco

obteve a menor assintota, indicando um crescimento menor (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Modelo logistico ajustado aos pesos médios semanais dos animais segundo
grupo no tempo de exposicéo de 260 dias.
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Figura 4: Estimativa da assintota (Parametro alfa) e respectivos intervalos de
confianga para cada grupo para o tempo de exposicéo de 260 dias.



4.1.3 Pesagem dos animais no dia do sacrificio

Os resultados em relacao a esta variavel estao descritos na figura 5.
Tanto nos animais com 180 dias de exposicdo como nos animais de 260 dias,
pdde-se observar que todos os animais dos subgrupos experimentais
apresentaram pesos inferiores ao grupo controle. Os menores pesos foram dos
grupos alcool + tabaco, sem diferenga entre os animais dos grupos tabaco e
alcool. Quando comparados os grupos em relagdo ao tempo de exposigao,
notou-se que as médias dos pesos aos 260 dias foram sempre maiores que as
de 180 dias, sendo esta indiferenga significante somente nos dois grupos
expostos ao tabaco.
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Figura 5: Média e desvio-padrao referente a variavel peso dos animais no dia do
sacrificio, segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras
minusculas comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.

4.1.4 Comprimento focinho-anus
Os resultados em relacao a esta variavel estdo descritos na tabela
2. Entre os animais com tempo de exposicdo de 180 dias observou-se que 0s



animais que consumiram alcool (alcool e &lcool + tabaco) apresentaram
valores inferiores ao grupo controle. O grupo tabaco nao diferiu do grupo
controle. A comparacado entre os trés subgrupos experimentais nao revelou
diferenca significativa entre os mesmos. Ja entre os animais com tempo de
exposicdo de 260 dias observou-se que todos os animais dos subgrupos
experimentais apresentaram valores inferiores ao grupo controle, sem
diferenca significativa entre si. Quando comparados 0s grupos em relagao ao
tempo de exposicdo notou-se que o comprimento focinho-anus s6 nao foi

significativamente maior aos 260 dias nos animais expostos ao tabaco.

Tabela 2: Mediana, 12 e 3% quartil, entre colchetes, referente a variavel
comprimento focinho-anus, segundo momento e grupo.

Grupo Momento

180 dias 260 dias
Controle 26,0[26,0;26,9]b 28,5[27,0;29,0]a
Alcool 24,0[24?);25,9]b 26,5[26?);27,0]a
Tabaco 26,0[24I,37;27,0]a 25,8[24I,30;27,0]a
Alcool + tabaco 25,0[2465;25,6]a 25,0[2520;26,0]a

4.1.5IMC

Os resultados em relacao a esta variavel estdo descritos na tabela
3. Entre os animais com tempo de exposicdo de 180 dias observou-se que
todos os animais dos subgrupos experimentais apresentaram valores inferiores
ao grupo controle, sem diferenga significativa entre si. Entre os animais com
tempo de exposicdo de 260 dias todos os animais dos subgrupos
experimentais apresentaram valores inferiores ao grupo controle, com
diferenca significativa apenas entre os grupos tabaco e alcool. Quando
comparados os grupos em relacdo ao tempo de exposi¢cdo, 0 comportamento
do IMC foi bastante desuniforme, diminuindo em alguns e aumentando ou se

mantendo em outros.



Tabela 3: Mediana, 12 e 32 quartil, entre colchetes referente a variavel IMC

segundo momento e grupo

Momento
Grupo
180 dias 260 dias
Controle 8,3[7,8;8,6]a 7,5[7,1;7,5]b
A A
Alcool 7,1[6,4;7 6]a 6,4[6,1;6,8]b
B C
Tabaco 6,8[6,1;7,3]a 7,1[6,6;8,5]a
B B
Alcool + tabaco 6,1[5,4:6,8]b 6,7[6,4:6,9]a
B BC

4.1.6 Massa pulmonar

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos na figura 6.
Os animais expostos ao alcool obtiveram valores médios da massa pulmonar
inferiores ao grupo controle, ndo sendo essa diferenca significativa somente no
grupo alcool + tabaco aos 260 dias. Quando comparados 0S grupos em
relacdo ao tempo de exposicdo, as médias das massas pulmonares foram
sempre maiores aos 260 dias, ndo sendo significante esta diferenca somente
no grupo alcool, mostrando que apesar da agressao provocada pelas drogas, o

pulmao continua crescendo.
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Figura 6: Média e desvio-padrao referente a variavel massa pulmonar, segundo
momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras minusculas comparam
momentos, letras em comum n&o diferem estatisticamente.

4.2 Volumes Pulmonares

4.2.1 Volume pré-infusao de formol a 20 cm H,O

Os resultados em relacao a esta variavel estdao descritos na figura 7.
Em todos os animais estudados (180 e 260 dias de exposi¢cdo) ndao houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.

Em relacdo a comparagdo de cada um dos subgrupos nos
diferentes tempos de exposicao (180 ou 260 dias) péde-se notar que em todos
0s animais estudados os valores do volume pulmonar pré-infusdo foram

superiores nos animais de 260 dias.
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Figura 7: Média e desvio-padréo referente a variavel volume pulmonar pré-infusdo de
formol, segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras
minusculas comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.

4.2.2 Volume pds-infusao de formol a 20 cm H,O
Os resultados em relagdo a esta variavel estdo descritos na figura 8.
Entre os animais com tempo de exposicdo de 180 dias observou-se que nao

houve diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos estudados.



Ja nos animais com tempo de exposicao de 260 dias notou-se que 0s animais
expostos ao tabaco (tabaco e alcool + tabaco) apresentaram valores inferiores
ao grupo controle, tendo o grupo alcool um valor intermediario. Quando
comparados 0s grupos em relagdo ao tempo de exposi¢cdo, notou-se que 0

volume pulmonar ndo aumentou somente nos ratos expostos ao tabaco.
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Figura 8: Média e desvio-padrdo referente a variavel volume pulmonar pos-infuséo de
formol, segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras
minusculas comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.
4.3 Complacéncia Pulmonar

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos na figura 9.
Entre os animais com tempo de exposicao de 180 dias observou-se que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos estudados.
Ja entre os animais de 260 dias p6de-se observar que os animais que foram
expostos ao tabaco (tabaco e alcool + tabaco) apresentaram valores inferiores
ao grupo controle. Quando comparados 0s grupos em relacdo ao tempo de
exposi¢ao, notou-se a complacéncia so foi significativamente maior nos grupos

controle e alcool aos 260 dias.



0,8 7 m 180 dias

0,7 - aA aA B 260 dias
aB

0,6 - aA aB aA

0,5 -

mbcmH,O

0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 1

0 \
Controle Alcool Tabaco  Alcool + tabaco

Figura 9: Média e desvio-padrao referente a variavel complacéncia segundo momento
e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras mindsculas comparam
momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.

4.3.1 Complacéncia especifica

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos na Tabela
4. Entre os animais com tempo de exposicao de 180 dias observou-se que néao
houve diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos estudados.
Ja entre os animais de 260 dias pbde-se observar que houve uma tendéncia
para que os trés grupos experimentais apresentassem valores inferiores ao
grupo controle, sendo significante somente no grupo tabaco. Quando
comparados 0s grupos em relacdo ao tempo de exposi¢cdo, as medianas da
complacéncia especifica foram sempre menores nos expostos a 260 dias, mas

esta diferenga so foi significativa nos trés grupos experimentais.



Tabela 4 - Mediana, 12 e 32 quartil, entre colchetes referente a variavel
complacéncia especifica, segundo momento e grupo. Letras maiusculas
comparam grupos, letras mindsculas comparam momentos, letras em comum
nao diferem estatisticamente.

Momento
Grupo
180 dias 260 dias
Controle 0,28[0,19;0,56]a 0,21[0,19;0,24]a
A A
Alcool 0,29[0,21;0,42]a 0,20[0,18;0,26]b
A AB
Tabaco 0,27[0,19;0,31]a 0,15[0,14;0,17]b
A B
Alcool + tabaco 0,38[0,30;0,55]a 0,19[0,17;0,22]b
A AB

4.4 Dosagem dos Marcadores Bioquimicos do Estresse Oxidativo em

Hemaceas Lavadas

4.4.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos na figura
10. As médias dos valores de TBARS foram maiores que no grupo controle
nos trés grupos experimentais aos 180 e 260 dias de exposi¢cdo, mas esta
diferenca so foi significativa no grupo tabaco aos 260 dias.
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Figura 10: Média e desvio-padrao referente a variavel TBARS segundo momento e
grupo. Letras maiusculas comparam grupos, letras mindsculas comparam momentos,
letras em comum nao diferem estatisticamente.

4.4.2 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Os resultados em relacao a esta variavel estdo descritos na figura
11. As médias dos valores de SOD foram superiores ao grupo controle nos
trés grupos experimentais, nos dois momentos estudados, mas esta diferenca

s6 foi significativa em todos os grupos experimentais aos 180 dias.
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Figura 11: Média e desvio-padrédo referente a variavel SOD segundo momento e
grupo. Letras maiusculas comparam grupos, letras minlsculas comparam momentos,
letras em comum n&o diferem estatisticamente.

4.4.3 Determinacao da concentracao da proteina tiél (SH)

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos na figura
12. A diferenga marcante na concentragcdo da proteina ti6l foi nos grupos
expostos ao tabaco aos 180 dias, que foram significativamente menores que o
grupo controle. Aos 260 dias houve recuperacdo dessa enzima no grupo

exposto ao tabaco.
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Figura 12: Média e desvio-padrao referente a variavel GSH-t segundo momento e
grupo. Letras maiusculas comparam grupos, letras mintsculas comparam momentos,

letras em comum nao diferem estatisticamente.

4.4.4 Atividade enzimatica de glutationa-peroxidase (GSH-Px)

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos na figura

13. Entre os animais com tempo de exposicao de 180 dias todos 0s grupos

experimentais apresentaram valores inferiores ao grupo controle. Nos animais

com tempo de exposicdo de 260 dias notou-se que os trés grupos

experimentais foram semelhantes ao grupo controle.
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Figura 13: Média e desvio-padrao referente a variavel GSH-Px segundo momento e
grupo. Letras maiusculas comparam grupos, letras mindsculas comparam momentos,
letras em comum n&o diferem estatisticamente.

4.5 Alteracoes Morfoldgicas e Imunohistoquimicas Pulmonares

4.5.1 Bronquiolite

Os resultados em relagdo a esta variavel estdo descritos na figura
14. Apesar das médias de porcentagem de bronquiolite serem maiores nos
trés grupos experimentais em ambos os momentos estudados, esta sé foi
significante nos animais expostos ao tabaco (tabaco e alcool +tabaco) aos 260
dias. A figura 15 refere-se a foto de um bronquiolo de um animal do grupo

alcool + tabaco (260 dias).
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Figura 14: Média e desvio-padréo referente a variavel % de bronquiolite, segundo
momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras mindsculas comparam
momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.



Figura 15: Destaca-se nesta figura a intensa bronquiolite (setas) encontrada em um
animal do grupo alcool + tabaco (260 dias), com um aumento de 200x.
4.5.2 Alveolite

Os resultados em relacdo a esta variavel estao descritos na Tabela
5. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos e
momentos estudados. A figura 16 refere-se a foto de um animal do grupo
alcool + tabaco (260 dias) com alveolite.

Tabela 5: Mediana, 12 ¢ 32 quartil, entre colchetes referente a variavel % de
alveolite segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos,
letras minlsculas comparam momentos, letras em comum nao diferem
estatisticamente.

Momento
Grupo
180 dias 260 dias
Controle 0,00[0,00;0,00] 0,00[0,00;0,38]
Alcool 0,00[0,00;0,50] 0,50[0,00;2,50]
Tabaco 0,00[0,00;0,38] 0,00[0,00;0,00]
Alcool + tabaco 0,00[0,00;0,00] 0,50[0,00;0,50]




Figura 16: Destaca-se nesta figura a intensa alveolite (setas) encontrada em
um animal do grupo alcool + tabaco (260 dias), com um aumento de 200x.
4.5.3 Estimativa de enfisema pulmonar

Os resultados em relagdo a esta variavel estdo descritos na Figura
17. A porcentagem de tecido pulmonar estava significativamente reduzida
somente no grupo alcool + tabaco nos dois momentos estudados, sugerindo a
presenca de enfisema pulmonar. As figuras 18A e 18B referem-se
respectivamente as fotos do tecido pulmonar distal de um animal do grupo
controle 260 dias e de um animal do grupo alcool + tabaco (260 dias).
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Figura 17: Média e desvio-padrdao referente a variavel estimativa de enfisema
pulmonar (% de tecido), segundo momento e grupo. Letras mailusculas comparam
grupos, letras mindsculas comparam momentos, letras em comum ndo diferem
estatisticamente.




Figuras 18A e 18B: Tecido pulmonar distal de um animal do grupo controle 260 dias
(A) e de um animal do grupo alcool + tabaco 260 dias (B), ambas com aumento de
100x.

4.5.4 Marcadores imunohistoquimicos

4.5.4.1 Antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA)

Os resultados em relagao a esta variavel estao descritos nas figuras
19 e 20. Em ambos os momentos estudados (180 e 260 dias), os animais dos
grupos experimentais apresentaram valores inferiores ao grupo controle (sem
apresentar diferencgas significativas entre si), tanto no tecido traqueal quanto no
parénquima pulmonar. As figuras 21A e 21B referem-se, respectivamente, as
fotos do marcador imunohistoquimico PCNA do parénquima pulmonar de um
animal do grupo alcool + tabaco (180 dias) e de um animal do grupo alcool +
tabaco (260 dias).
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Figura 19: Média e desvio-padrao referentes ao PCNA na traquéia segundo momento
e grupo. Letras maiusculas comparam grupos, letras mindsculas comparam
momentos, letras em comum n&o diferem estatisticamente.
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Figura 20: Média e desvio-padréo referentes ao PCNA no pulm&o, segundo momento
e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras mindsculas comparam
momentos, letras em comum né&o diferem estatisticamente.
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Figuras 21A e 21B: Marcagéao nuclear do PCNA (parénquima pulmonar) evidenciando
indice de proliferacao celular baixa em animal do grupo alcool + tabaco 180dias (A) e
alcool + tabaco 260 dias (B), ambas com aumento de 1000x.

4.5.4.2 Proteina 53 (P53)
Em todos os grupos estudados a P53 foi negativa, tanto na traquéia
como no tecido pulmonar e brénquios e bronquiolos. A figura 22 refere-se a



foto de um animal do grupo alcool 180 dias, que assim como todos os outros
animais estudados, apresentou imunoexpressao negativa para a P53.

Figura 22: Imunoexpressao negativa no epitélio traqueal para a P53 de um animal do
grupo alcool (180 dias), com aumento de 400x.

4.5.4.3 Survivina

Os resultados em relacdo a esta variavel estdo descritos nas
Tabelas 6, 7 8 e 9. Foram estudados os seguintes tecidos: traquéia e pulmdes.
Nos animais de 180 dias pdde-se observar que o percentual de positivos na
traquéia foi maior no grupo alcool e em segundo lugar no grupo tabaco. Para
0s mesmos animais (180 dias) em relacdo ao pulmao pbéde-se observar que 0s
resultados ndo foram estatisticamente significativos (p= 0,087), porém os
grupos alcool e tabaco tiveram resultados positivos e os demais ndo. Entre os
animais de 260 dias o percentual de positivos para a survivina nas traquéias foi
de 100% para os grupos: tabaco e alcool + tabaco (p= 0,000). Ja nos pulmdes

os resultados foram 100% negativos para todos os grupos. A figura 23



representa a marcacgao citoplasmatica positiva traqueal em um animal do grupo

alcool + tabaco 260 dias.

Tabela 6- Distribuicdo de frequéncias dos animais segundo grupo e resultado
da survinina no momento de 180 dias para a traquéia.

Grupo Survinina Total
Negativo Positivo
N o N2 o N2 o
Controle 7 100,0 - 0,0 7 100,0
Alcool 1 16,7 5 83,3 6 100,0
Tabaco 2 28,6 5 71,4 7 100,0
Alcool + tabaco 6 85,7 1 14,3 7 100,0

x°=14,08 p=0,003

Tabela 7- Distribuicdo de freqiiéncias dos animais segundo grupo e resultado
da survinina no momento de 180 dias para o pulméao.

Grupo Survinina Total
Negativo Positivo
N2 % N2 % N2 %
Controle 7 100,0 - 0,0 7 100,0
Alcool 4 57,1 3 42,9 7 100,0
Tabaco 5 71,4 2 28,6 7 100,0
Alcool + tabaco 7 100,0 - 0,0 7 100,0

X°=6,54 p=0,087

Tabela 8- Distribuicao de freqiiéncias dos animais segundo grupo e resultado
da survinina no momento de 260 dias para a traquéia.

Grupo Survinina Total
Negativo Positivo
N2 % N2 % N2 %
Controle 7 100,0 - 0,0 7 100,0

Alcool 6 85,7 1 14,3 7 100,0



Tabaco - 0,0 7 100,0 7 100,0
Alcool + tabaco - 0,0 4 100,0 4 100,0
X°=21,57 p= 0,000

Tabela 9- Distribuicdo de freqiéncias dos animais segundo grupo e resultado
da survinina no momento de 260 dias para o pulmé&o.

Grupo Survinina Total
Negativo Positivo
N2 % N % N %
Controle 7 100,0 - 0,0 7 100,0
Alcool 7 100,0 - 0,0 7 100,0
Tabaco 7 100,0 - 0,0 7 100,0
Alcool + tabaco 7 100,0 - 0,0 7 100,0

7
7

Figura 23: Imunoexpressao positiva (setas) da survivina no citoplasma epitelial da
traquéia de um animal exposto ao alcool + tabaco (260 dias), com aumento de 400x.

4.5.4.4 indice apoptético na traquéia (TUNEL)



Os resultados em relagdo a esta variavel estdo descritos na figura
24. Em todos os animais estudados (180 e 260 dias de exposicdo) ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Em relagcédo a comparag¢ao de cada um
dos subgrupos nos diferentes tempos de exposicao (180 ou 260 dias) também
nao houve diferenca significativa em todos os animais estudados. As figuras
25A e 25B referem-se, respectivamente, as fotos de um animal do grupo

controle 260 dias e a um animal do grupo tabaco 260 dias.
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Figura 24: Média e desvio-padrdao referentes ao indice apoptético na traquéia,
segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras minusculas
comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.
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Figuras 25A e 25B: Fotos da analise de apoptose traqueal pela técnica de TUNEL.
Em A: nota-se a auséncia de apoptose na traquéia de um animal do grupo controle de
260 dias, ja em B: nota-se a presenga de células positivas para apoptose (setas) em
um animal do grupo tabaco de 260 dias, ambas com aumento de 400x.
4.5.4.5 indice apoptético nos bronquiolos (TUNEL)

Os resultados em relagéo a esta variavel estdo descritos na Figura
26. Entre os animais com tempo de exposicdo de 180 dias observou-se que
nao houve diferencas entre os grupos estudados. Entre os animais com tempo
de exposicdo de 260 dias observou-se que 0S grupos experimentais
apresentaram valores superiores em relagdo ao grupo controle, mas esta
diferenca so6 foi significante nos expostos ao tabaco (tabaco e tabaco + alcool).
As figuras 27A e 27B referem-se, respectivamente, as fotos de um animal do

grupo controle 260 dias e a um animal do grupo tabaco 260 dias.
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Figura 26: Média e desvio-padrédo referentes ao indice apoptético nos bronquiolos,
segundo experimento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras
minusculas comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.
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Figuras 27A e 27B: Fotos da andlise de apoptose ao nivel de bronquiolos pela
técnica de TUNEL. Em A: nota-se a auséncia de apoptose no bronquiolo de um
animal do grupo controle de 260 dias, j& em B: nota-se a presenca de células positivas
para apoptose (setas) em um animal do grupo tabaco de 260 dias, ambas com
aumento de 400x.

4.5.4.6 Indice apoptotico nos vasos pulmonares (TUNEL)

Os resultados em relacao a esta variavel estdo descritos na Figura
28. Em todos os animais estudados (180 e 260 dias de exposi¢cdo) nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre o0s grupos ou momentos
estudados. As figuras 29A e 29B referem-se, respectivamente, as fotos de um
animal do grupo controle 260 dias e a um animal do grupo tabaco 260 dias,

referentes a pesquisa de apoptose.
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Figura 28: Média e desvio-padrdao referentes ao indice apoptético nos vasos
pulmonares, segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras
minusculas comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.
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Figuras 29A e 29B: Fotos da andlise de apoptose vascular pulmonar pela técnica de
TUNEL. Em A: nota-se a auséncia de apoptose vascular de um animal do grupo
controle de 260 dias, ja em B: nota-se a presencga de células positivas para apoptose
(setas) em um animal do grupo tabaco de 260 dias, ambas com aumento de 400x.
4.5.4.7 Indice apoptdtico nos alvéolos (TUNEL)

Os resultados em relagédo a esta variavel estdo descritos na Figura
30. Em todos os animais estudados (180 e 260 dias de exposicdo) ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos ou momentos
estudados. As figuras 31A e 31B referem-se, respectivamente, as fotos de um
animal do grupo controle 260 dias e a um animal do grupo alcool + tabaco 260

dias, referentes a pesquisa de apoptose.
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Figura 30: Média e desvio-padrao referentes ao indice apoptdtico nos alvéolos,
segundo momento e grupo. Letras mailsculas comparam grupos, letras minusculas
comparam momentos, letras em comum nao diferem estatisticamente.
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Figuras 31A e 31B: Fotos da andlise de apoptose alveolar pela técnica de TUNEL.
Em A: nota-se a auséncia de apoptose alveolar de um animal do grupo controle de
260 dias, ja em B: nota-se a presenca de células positivas para apoptose (setas) em
um animal do grupo alcool + tabaco de 260 dias, ambas com aumento de 400x.




DISCUSSAO

5. DISCUSSAO

5.1 Crescimento dos Animais

Na presente pesquisa pbde-se observar claramente que a
associagao do tabaco e do alcool agiu sinergicamente para a reducédo de peso
dos animais, ja que em ambos os tempos experimentais 0os animais dos grupos
da associacao de ambos atingiu os menores pesos corpéreos. Em relacéo as
variaveis: comprimento corpéreo e IMC houve uma tendéncia a influéncia
negativa maior do alcool no comprimento entre os animais de180 dias e no
IMC entre os animais de 260 dias.

A inter-relacédo entre tabagismo e peso corporal ja esta sedimentada
através de varios estudos bem delineados e publicados, em sua maioria, na
década de 90 (FROOM, MELAMED e BENBASSAT, 1998; KLESGES et al.,
1997). Fumantes freqlentemente apresentam menores indices de massa
corporal, quando comparados a nao fumantes, pareados por sexo e idade.
Além disso, grandes estudos epidemioldgicos transversais, alguns classicos
neste assunto, observaram significativa relagcao inversa entre o uso regular de
tabaco e o peso corporal, sendo que este tende a ser mais baixo entre os
fumantes quando comparados aos ndo fumantes (ALBANES et al., 1987;
KLESGES et al., 1998).

A acéao do fumo no peso corporal parece ser mediada pela nicotina.

Estudos experimentais em animais indicam que a administracdo desta



substéncia induz a diminuicdo do peso corporal, provavelmente em
consequéncia da supressao do apetite (CHEN et al., 2005). Em humanos, o
tabagismo aumenta a atividade adrenérgica, o que induz termogénese e a
conseqguente reducao de peso corporal. Pacientes sob uso de terapia de
reposi¢do nicotinica, em processo de abandono do fumo, apresentam retardo
no aumento de peso. Quando a medicagao é suspensa, 0s pacientes reiniciam
a aumentar de peso (PISINGER e JORGENSEN 2007; DALE et al., 1998;
DOHERTY et al., 1996).

A inalacdo de nicotina através da fumaca do cigarro promove a
elevacao aguda da concentracdo no cérebro de alguns neurotransmissores,
como dopamina e serotonina, substancias inibidoras da ingestdo de alimentos
(KLEIN, CORWIN e CEBALLOS, 2004). Assim, provavelmente por este
mecanismo, o fumante tem seu apetite diminuido. Outro aspecto a ser
considerado € o efeito direto da nicotina sobre o metabolismo do tecido
adiposo, ocorrendo maior oxidagéo de lipideos em relacdo aos nédo fumantes,
0 que ajuda a explicar um menor IMC destes em relagdo aos ndo fumantes
(FILOZOF,2004; FERRARA et al., 2001).

A leptina € um hormédnio peptidico liberado pelo tecido adiposo que
sinaliza ao cérebro as informagdes sobre o tamanho do estoque de gorduras e
sobre o estado nutricional do organismo (NICKLAS et al., 1999; PERKINS e
FONTE, 2002). Tal sinalizagdo é captada no sistema nervoso central que,
através da liberagdo de neurotransmissores especificos, leva, conforme a
situacdo, a atenuacdo ou ao aumento da ingestdo de alimento, o que esta
associado ao respectivo aumento ou a diminuicdo da atividade metabdlica.
Esta cadeia de eventos resulta na redugcdo ou no incremento do peso,
tendendo a acontecer o retorno do equilibrio corpéreo.

Seria razoavel especular que niveis elevados de leptina sérica
explicariam o IMC menor dos fumantes em comparacao ao dos nao fumantes,
pois ao se ligar com seus receptores hipotalamicos, a leptina promoveria a
liberacdo dos neurotransmissores anorexigenos, ocorrendo a diminuicdo do
peso corporal (NICKLAS et al., 1999).

Em termos de conteudo calérico, o etanol é Unica droga cuja
oxidacao pela desidrogenase alcodlica produz 7,1 kcal por grama de etanol

oxidado. Este suprimento energético para o organismo faz com que o individuo



ndo sinta necessidade de se alimentar. Em adicdo aos conhecidos efeitos
toxicos do etanol na absorgdo e sintese de nutrientes essenciais (LIEBER,
1991), algumas alteragdes metabdlicas também séo descritas. Pirola e Lieber
(1976) reportaram que a ativacdo do sistema oxidante microsomal do etanol
em hepatocitos de etilistas podem consumir 1/3 do conteudo calérico do etanol
e pode comprometer a sintese de ATP. Lands e Zakhari (1991) sugerem a
existéncia de um inutil metabolismo do etanol, o qual resulta em perda de seis
moléculas de ATP por grama de etanol oxidado. Tais autores propdéem que o
etanol pode ser metabolizado a acetaldeido, consumindo trés moléculas de
ATP, e que o acetaldeido pode ser novamente reduzido a etanol, consumindo
outras trés moléculas de ATP.

O consumo moderado do etanol parece favorecer o aumento do
estoque de tecido adiposo, podendo resultar em ganho de peso,
especialmente nos individuos com sobrepeso (LANDS, 1993). Em um estudo
epidemiologico envolvendo 89.538 mulheres e 48.493 homens, Coldtz et al.
(1991) reportaram uma forte correlacdo negativa entre o consumo de alcool e
peso corpdéreo para mulheres e auséncia desta associacdo para homens.
Estudos experimentais sao consistentes em reportar uma reducao do peso
corporeo em ratos expostos ao etanol em solugdes liquidas. Concentragdes
baixas de etanol 5% (v/v), similares as cervejas brasileiras, assim como em
altas concentracdes 40% (v/v), estiveram relacionadas com menor ganho de
peso (MACIEIRA et al., 1997). Resultados similares também foram
encontrados com concentragdes de 20% (LAURE-ACHAGIOTIS, 1990).

Pelos resultados obtidos no presente estudo, vale ressaltar que tanto o
tabaco quanto o alcool interferiram negativamente no crescimento dos ratos
estudados. Se tais resultados pudessem ser transpostos para os humanos,
seria importante a énfase da coibicdo do consumo de tabaco e alcool por
criangas e/ou adolescentes, que ainda estao em fase de crescimento.

5.2 Estudo do Pulmao Isolado

Os resultados da presente pesquisa sugerem que a associacao
entre tabaco e éalcool ndo agiu sinergicamente nas variaveis estudadas. De
acordo com os resultados obtidos, a exposicdao ao tabaco pode ter sido o

principal fator que interferiu no estudo do pulméo isolado, ja que a exposicao



ao mesmo resultou em reducado da complacéncia aos 260 dias. Apesar disso, 0
alcool se mostrou deletério ao crescimento pulmonar, observado pela massa
dos pulmdes reduzida nos grupos expostos a esta droga.

A reducao da complacéncia nos animais expostos ao tabaco parece
contraditéria, visto que a porcentagem de tecido pulmonar das laminas
histoldgicas analisadas através de um programa de analise de imagens estava
reduzida nos animais expostos a associa¢ao do alcool e tabaco, em ambos os
momentos experimentais estudados, 0 que pode sugerir uma maior destruicao
de tecido pulmonar, resultando no desenvolvimento de enfisema.

Uma possivel explicacdo fisiopatolégica para a redugcdo da
complacéncia nos animais expostos ao tabaco é que na presente pesquisa
notou-se que a exposicdo a 260 dias ao tabaco promoveu maior reacao

inflamatéria ao nivel dos bronquiolos.

5.5 Dosagem dos Marcadores Bioquimicos do Estresse Oxidativo Em
Hemaceas Lavadas

Nos animais estudados pbde-se observar que as médias dos
valores de SOD foram superiores ao grupo controle nos trés grupos
experimentais, nos dois momentos estudados, mas esta diferenca sé foi
significativa em todos os grupos experimentais aos 180 dias. Em algumas
situagcbes pode ocorrer uma adaptagédo do organismo em resposta a geracao
dos radicais livres com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes. O
aumento da atividade antioxidante nos pulmdes de fumantes e o aumento da
atividade da SOD e da catalase nos pulmdes de ratos expostos a fumaca do
cigarro sdo exemplos da resposta antioxidante que ocorre em modelos de
tolerancia ao estresse oxidativo (McCUSKER e HOIDAL, 1990; KOCYIGIT,
EREL e GUR, 2001; GOKKUSU et al., 2001; OZGUNER, KOYU e CESUR,
2005; NADEEM, RAJ e CHHABRA, 2005). A tolerancia nao é um fenémeno
bem entendido, mas parece que um antecedente de grau moderado de
estresse oxidativo pode conferir uma subsequente resisténcia adaptativa ao
estresse oxidativo, sustentado pelo aumento das defesas antioxidantes
(HEFFNER e REPINE, 1989; REPINE, 1994; HALLIWELL, 1996). Tal fato
pode justificar ndo ter havido elevacdo dos niveis de TBARS nos animais
expostos ao tabaco por 180 dias. E se o alcool também exercer este efeito de



adaptacdo, uma vez que os niveis de SOD também estavam elevados, tal fator
também contribuiu para a nao elevacao do TBARS nos animais expostos ao
alcool nos 180 dias.

A diferenga marcante na concentracdo de GSH-t nos animais
estudados foi nos grupos expostos ao tabaco aos 180 dias, que foram
significativamente menores que o grupo controle. Aos 260 dias houve
recuperacao dessa enzima nestes grupos. Ja em relacdo a GSH-Px, entre os
animais com tempo de exposicao de 180 dias todos 0s grupos experimentais
apresentaram valores inferiores ao grupo controle. Nos animais com tempo de
exposicdo de 260 dias notou-se que os trés grupos experimentais foram
semelhantes ao grupo controle.

Tais achados podem ser justificados com estudos que afirmam
haver diferentes respostas das glutationas frente a diferentes tempos de
exposicao a fumaca do cigarro. Alguns autores relatam que a exposicao aguda
ao cigarro promove a reducdo dos niveis de GSH (CANTIN et al., 1987;
ROSTU, KODAVANTI e MEHENDALE, 1988; RAHMAN et al., 1996; RAHMAN
et al., MACNEE, 1998; MORRISON et al, 1999), enquanto outros
demonstraram que o tabagismo aumenta os niveis de GSH na mucosa do
epitélio respiratério em fumantes crénicos (CANTIN et al., 1987; 1996;
RAHMAN et al., 1996; RAHMAN et al.,1998; MORRISON et al., 1999). Desta
forma, os animais da presente pesquisa poderiam estar respondendo ainda a
fase aguda aos 180 dias e aos 260 dias ja estariam recuperando esta enzima
para uma posterior fase de aumento.

Outro fator importante é que o aumento dos niveis de GSH em
fumantes crénicos pode representar uma adaptagédo crbnica a injuria imposta
pelo tabagismo, e tal evento pode dever-se ao aumento da estimulagéo das
enzimas reguladoras da sintese da GSH (y GSH e GSH sintetase). No entanto,
o aumento dos niveis de GSH na mucosa do tecido epitelial pulmonar pode ser
insuficiente na protecédo da injuria celular induzida pelo tabaco, fato que pode
ser observado nos animais expostos ao tabaco por 260 dias, visto que a
elevacado da GSH-t, sem a elevagéao das enzimas SOD e GSH-PX resultou em
elevacao dos niveis de TBARS.

Sudheer et al. (2008) relataram elevagao dos niveis de TBARS em
ratos expostos a administracao subcutanea crbnica (22 semanas) de nicotina.



O que, segundo os autores, pode estar associado a producdo de radicais
livres/espécies reativas do oxigénio, e entdo aumento da peroxidacao lipidica.
O mecanismo da producao de radicais livres pela acdo da nicotina ainda nao
estd totalmente esclarecido. No entanto, Wetscher et al. (1995) demonstraram
que a nicotina exerce uma agdo quimiostatica em leucdcitos
polimorfonucleares que aumenta a resposta dos mesmos na ativacao do
complemento C5a, gerando assim radicais livres. Outro possivel mecanismo &
qgue a nicotina induz a formagao da cotinina e outros metabdlitos, incluindo o
formaldeido, pela estimulagdo do citocromo CYP2A6 (YAMAZAKI et al., 1999).
Também, tem sido reportado que a nicotina rompe a cadeia respiratéria
mitocondrial, contribuindo para o aumento da geragdo de anions superoxidos e
peréxido de hidrogénio (GVOZDJAKOVA et al., 1992).

A peroxidagdo lipidica tem sido associada com varias doencas
relacionadas a nicotina, tais como: cancer, doencas orais e cardiovasculares
(THERRIAULT et al., 2003; BENOWITZ e GOURLY, 1997; REIBEL, 2003). A
peroxidagao lipidica das membranas celulares produz alteragbes marcantes na
organizagdo molecular dos lipidios, resultando no aumento da permeabilidade
da membrana e extravasamento de substancias citoplasmaticas para a
circulacao (MASON et al., 1997).

Bingol et al. (1999) reportaram que o tabagismo crénico causa
reagdes peroxidativas no plasma e eritrocitos, que contribui para o aumento
dos niveis de malondialdeido. Estudos similares tém demonstrado elevagao
dos niveis de MDA no plasma (UNLU et al., 2000; DAGA et al., 2003;
NADEEM,RAJ e CHHABRA 2005) e no tecido pulmonar (UNLU et al., 2000).

Um resultado que chamou a atengdo em relacdo ao estudo do
estresse oxidativo nos animais estudados foi que nos animais do grupo tabaco
+ alcool 260 dias nao houve elevacao dos niveis de TBARS. Uma hipotese
levantada para a explicacao fisioldgica de tal fato foi que talvez a concentracao
de etanol oferecida em nosso modelo experimental ndo tenha sido suficiente
para estimular o estresse oxidativo. Ou que a combinacdo da dose e/ou do
consumo médio diario de etanol nos animais estudados possa ter agido como
um fator protetor contra o estresse oxidativo, uma vez que nenhum dos grupos
expostos ao alcool, em ambos os momentos experimentais, apresentou niveis
elevados de TBARS.



A partir do que ja foi exposto, parece que o modelo experimental de
exposi¢ao a fumacga do cigarro utilizado nesta presente pesquisa foi eficaz para
demonstrar as alteragdes associadas ao estresse oxidativo, enquanto o
modelo experimental do consumo de alcool deu a impressao de que o rato é
bastante resistente ao alcool, o que estimula a aumentar a concentracao desta

droga em um proximo estudo.

5.6 Alteracoes Morfologicas Pulmonares

5.6.1 Reacoées inflamatodrias (bronquiolite e alveolite)

5.6.1.1 Efeitos do tabaco

Na presente pesquisa notou-se que a exposicao por 260 dias ao
tabaco promoveu maior bronquiolite, com predominio do recrutamento de
células monolinfocitarias. A literatura concorda com tais resultados, mas ainda
acrescenta o envolvimento dos neutréfilos (WAGNER e ROTH, 2000;
JEFFERY, 1999), o que ndo pbde ser evidenciado nos animais estudados. Ja
em relacdo aos niveis de alveolite ndo houve diferenga estatistica significativa
entre todos os grupos estudados, nos dois tempos de exposicao.

O tabagismo esta claramente associado a um processo inflamatério
cronico do parénquima pulmonar, em que neutréfilos, linfécitos e macréfagos
estdo envolvidos (BARNES, SHAPIRO, PAUWELS, 2003). Estudos recentes
(LAPA e SILVA et al., 1989; O'SHAUGHNESSY et al., 1997; SAETTA et al.,
1998; DE JONG et al., 1997) evidenciam que a DPOC € uma doenca com forte
participagdo patogénica de linfécitos T CD8" citotoxicos. A excessiva e
inapropriada estimulacdo dos mesmos, em modelos experimentais, tem
demonstrado alteragdes patoldgicas destrutivas pulmonares (LAPA e SILVA et
al., 1989). Alguns autores (O'SHAUGHNESSY et al.,, 1997; SAETTA et al.,
1998) publicaram trabalhos que evidenciavam o aumento da concentracao de

tais linfécitos nos pulmdes de pacientes com DPOC fumantes em relacéo a



nao fumantes. Outros (DE JONG et al., 1997) também encontraram maior
populagdo dos mesmos no sangue periférico em pacientes com DPOC.

Os macrofagos apresentam um  importante papel no
desenvolvimento da DPOC e encontram-se em numero aumentado tanto na
parede brdnquica quanto no parénquima pulmonar, especialmente nos
espacos alveolares, em pacientes com DPOC (SHAPIRO, 1994). Os
macréfagos fagocitam particulas ou antigenos; participam da apresentacédo de
antigenos aos linfécitos T e sado capazes de liberar varias citocinas e
metabdlitos ativos do acido araquidénico (FELS e COHN, 1986). Em geral, os
macréfagos representam 90% na contagem celular do lavado broncoalveolar
das células aspiradas. Nos fumantes, pode até ser mantido este percentual;
contudo, o numero absoluto costuma ser quatro a cinco vezes maior (FINLAY
et al., 1999). Mais uma vez vale ressaltar a concordancia dos tipos celulares
inflamatérias encontrados nos animais expostos ao tabaco na presente

pesquisa com a literatura descrita.

5.6.1.2 Efeito do alcool

O efeito isolado do alcool ndo pbéde ser demonstrado nesta
pesquisa, pois apesar da média da porcentagem de bronquiolite ser muito
maior nos ratos alcodlatras aos 260 dias, tornou-se significante somente no
grupo exposto ao alcool e ao tabaco, provavelmente pela maior agao deletéria
deste ultimo sobre os bronquiolos.

Apesar da alta incidéncia de doenca pulmonar crénica em etilistas
ter sido aceita e documentada (BANNER, 1973; EMIRGIL et al., 1974) ainda se
sabe pouco sobre os efeitos do alcool nos pulmdes. Estudos experimentais em
animais tém mostrado que metabdlitos do alcool se acumulam nos pulmdes
(CASIER, 1962) e que a injecao intraperitoneal de alcool pode produzir
alteragdes histoquimicas no tecido pulmonar (BURCH e DEPASCHALE, 1966).
Também tem sido descrito que o alcool reduz a capacidade de eliminacao de
bactérias inaladas, o que aumenta a predisposicdo a infeccoes respiratorias
(LAURENZI et al.,, 1963, GREEN e KASS, 1964). Ainda acredita-se que o
alcool pode tornar os pulmdes mais susceptiveis aos efeitos da injuria induzida

pelo tabagismo.



A volatilidade do alcool promove a movimentacdo do mesmo da
circulagdo brdnquica para o epitélio das vias aéreas pulmonares. Esta
exposicao contribui para a geracdo de muitos efeitos biolégicos do alcool na
funcdo pulmonar. O impacto do alcool nas fungdes das vias aéreas €
dependente da concentracdo, duragdo e trajetéria da exposicdo. Curtas
exposicoes a uma moderada concentracdo de alcool podem intensificar o
clearence mucociliar, através da producdo de Oxido nitrico e através da
ativacdo das quinases ciclicas nucleotideo- dependentes PKG e PKA,
estimular a broncodilatagdo e provavelmente atenuar a reacdo inflamatoria e
injuria observada na asma e na DPOC (LEITCH, FRID e PHOENIX, 1985;
FORGET et al., 2003). J& a exposicao prolongada e em altas concentragdes
do alcool resultam em comprometimento do clearence mucociliar, piora da
asma, piora da fungédo pulmonar e maior mortalidade em portadores de DPOC
(SISSON et al., 2005).

Como ja foi justificado em relacdo ao consumo do alcool nos
biomarcadores de estresse oxidativo, talvez maiores doses/concentracao de
alcool também seriam necesséarias para evidenciar de forma mais clara a

influéncia do alcool na reagao inflamatéria pulmonar dos animais estudados.

5.6.2 Estimativa de Enfisema Pulmonar

Na presente pesquisa observou-se que a porcentagem de tecido
pulmonar das laminas histolégicas analisadas através de um programa de
andlise de imagens estava reduzida nos animais expostos a associagdo do
alcool + tabaco, em ambos os momentos experimentais. Tal achado pode se
relacionar a destruicdo das vias aéreas distais e desenvolvimento de enfisema
pulmonar, como consequiéncia da exposicao crénica a fumaca do cigarro, e
parece que o alcool contribuiu de forma sinérgica, pois apesar das medias de
porcentagem de tecido pulmonar se encontrarem reduzidas em todos os
grupos experimentais, esta reducao sé foi significante no grupo alccol +
tabaco. Em relacdo a patogénese envolvida para tal achado, pode-se citar a
maior reacao inflamatéria bronquiolar observada nos animais expostos a
fumaca do cigarro durante 260 dias e ao estresse oxidativo observado nos
animais expostos ao tabaco por 260 dias. Ja uma explicagao fisiolégica para a
influéncia direta do alcool em tal resultado parece ainda obscura, pelo menos



em relacdo aos parametros analisados na presente pesquisa. Embora o
estresse oxidativo ndo tenha sido detectado nos grupos da associacdo de
alcool e tabaco, em ambos os momentos experimentais, varios estudos
experimentais (FUSCO et al., 2004; VALENCA et al., 2004; SEZER et al.,
2006; VALENCA e PORTO, 2008) tém observado enfisema pulmonar como
resultado da exposigao cronica a fumaca do cigarro.

A fumaca de cigarro é uma mistura complexa com mais de 4.000
constituintes quimicos, sendo o maior fator de risco para DPOC e enfisema,
que parece ser a lesdo mais grave (BORGERDING e KLUS, 2005).

Varios mecanismos contribuem para a patogénese da DPOC
(BARNES, SHAPIRO, PAUWELS, 2003). Primeiramente, a inalagdo de
particulas nocivas, tais como a fumaca do cigarro, causam um influxo de
células inflamatérias (macrofagos, neutrdéfilos, linfocitos T CD8") para o interior
das vias aéreas, contribuindo para o desenvolvimento de um processo
inflamatério créonico. Em segundo lugar, também, tem sido descrito um
desequilibrio no balanco das moléculas proteoliticas e anti-proteoliticas nos
pulmdes de portadores de DPOC. Tal fator causa a destruicdo do parénquima
pulmonar, contribuindo para o desenvolvimento do enfisema.

Um terceiro mecanismo envolvido na patogénese da DPOC é o
estresse oxidativo, no qual ha um excesso de producao de espécies reativas
de oxigénio e uma reducao dos mecanismos de defesa antioxidante (BARNES,
SHAPIRO, PAUWELS, 2003). As espécies reativas de oxigénio sao
produzidas nas vias aéreas pela inalacdo da fumaga do cigarro ou pela agao
dos leucécitos. O estresse oxidativo pode contribuir para a disfuncéo ou morte
celular e pode induzir a uma lesdo da matriz extracelular. Além do mais, o
estresse oxidativo influencia no desequilibrio do balan¢o proteinases anti-
proteinases. Adicionalmente, os oxidantes contribuem para a reagado
inflamatéria pela ativacdo da transcricao do fator NF-kB, o que pode induzir a
transcricao de genes pro-inflamatérios. Estudos recentes em animais (TANG et
al., 2004) e em humanos (IMAI et al., 2005; YOKOHORI, AOSHIBA e NAGAI,
2004; HODGE et al., 2005) tém descrito um quarto fator envolvido na
patogénese da DPOC: a perda do balango entre a apoptose e a recuperacao
de estrututras celulares pulmonares, que podem contribuir para a destruicao do
tecido pulmonar em resposta a exposicdo a fumaca do cigarro, resultando em



enfisema pulmonar. Nos animais expostos a fumaca do cigarro durante 260
dias, o indice apoptético estava elevado nos bronquiolos, podendo ter
contribuido com este ultimo fator citado.

A associagdo entre o consumo crbénico de alcool e doengas
pulmonares crénicas foi mais amplamente estudada em relagcdo a asma, do
que em relacgo a DPOC. Aparentemente ainda nao esta totalmente
esclarecida se ha ou nao influéncia do consumo de alcool na patogénese da
DPOC (SISSON, 2007).

Sisson (2007) em uma extensa revisdo dos efeitos do alcool no
sistema respiratério afirma que € dificil definir as influéncias do alcool na
patogénese da DPOC baseado nos estudos realizados nas ultimas cinco
décadas, pelo fato de diferentes estudos terem reportado resultados muitas
vezes divergentes. Segundo o autor: o consumo severo de alcool exacerba os
fatores de risco relacionados ao tabaco, no desenvolvimento da DPOC. Ja o
consumo moderado do 4&lcool pode reduzir o risco de morte e o
desenvolvimento de disfung¢ao pulmonar severa relacionado a DPOC.

Pratt e Vollmer (1984) realizaram o primeiro estudo que levantou a
hip6tese de que o consumo de alcool poderia agir como um fator protetor para
o enfisema pulmonar. Estes autores realizaram uma analise morfométrica de
204 autopsias pulmonares de individuos normais, de pacientes com enfisema
pulmonar confirmado e pacientes com histéria de outras doengas e com
consumo de alcool. Os autores observaram que o consumo do alcool se
correlacionou com redugédo do enfisema centrilobular, apds ajuste de idade e
do héabito de tabagismo. Outros trés estudos reportaram resultados
semelhantes (RIMM et al., 1991; TABAK et al., 2001; MURRAY et al., 2002; ).

Um recente estudo (SISSON et al., 2005) pesquisou a prevaléncia
de obstrucao de vias aéreas através da espirometria em consumidores de
alcool. Participaram do estudo 15294 adultos, representando a populagcéao dos
EUA dos anos de 1988 a 1994. Os autores relatam que o consumo moderado
de alcool ndo representou um fator protetor e que o consumo severo de alcool
aumentou a incidéncia de disturbio obstrutivo. Os autores ainda relataram que
tais evidéncias foram independentes de idade, sexo, nivel educacional ou

sécio-econ6mico e do tabagismo.



Saric et al. (1977) observaram que trabalhadores consumidores
severos de alcool apresentaram hipersecretividade, bronquite, sibilancia e
distarbio ventilatério obstrutivo, verificado através da espirometria. Neste
estudo a associacdo dos sinais e sintomas de obstrucdo cronica das vias
aéreas com o etilismo persistiu mesmo no grupo de etilistas ndo-tabagistas, o
que segundo os autores, comprova que o tabagismo ndo poderia, de forma
isolada, explicar os sintomas evidenciados nos etilistas. Vale ressaltar que na
populacdo estudada a associagcdao de tabagismo e etilismo foi bastante
elevada. Sendo assim, de acordo com Saric et al. (1977) pode haver um
sinergismo entre tabagismo, etilismo e o desenvolvimento da DPOC.

Emergil e Sobol (1977) avaliaram a prova de fungdo pulmonar em
44 ex-etilistas e observaram que 64% apresentaram disturbio ventilatério
obstrutivo e 16% apresentaram hiperinsuflacdo e/ou comprometimento da
capacidade de difusdo pulmonar de monéxido de carbono. Lyons et al. (1986)
realizaram testes de fungao pulmonar e pesquisa de sintomas respiratdrios em
27 etilistas comparado a um grupo controle. Como resultados, Lyons et al.
(1986) reportaram que ndo houve diferengas entre os dois grupos estudados.

O primeiro grande estudo populacional que pesquisou a correlagao
entre o alcool e a obstrucdo das vias aéreas foi de Cohen et al. (1980). Tal
pesquisa incluiu uma amostra populacional de 2.539 individuos em que foram
correlacionados o consumo de alcool, consumo de tabaco, alimentagédo, VEF1
(volume expiratorio no primeiro segundo) e outros fatores de saude. A principio
os autores descreveram menores valores de VEF1 entre os que relataram
consumo severo de alcool, em relagcdo aqueles com baixo consumo. No
entanto, esta diferenca desapareceu quando o ajuste foi realizado por
consumo de tabaco, estado sécio-econémico, sexo masculino e idade. Desta
forma, os autores concluiram que nao houve evidéncia de que houve
associagao entre o consumo de alcool e obstrucao das vias aéreas. Sparrow et
al. (1983) também relatam resultados semelhantes ao realizarem prova de
funcdo pulmonar em 1067 veteranos de guerra.

Outro grande estudo foi realizado por Lebowitz (1981). O autor
pesquisou sinais e sintomas de tosse, sibilancia e dispnéia, espirometria e
diagnéstico clinico de doencas respiratérias em 3800 individuos do Arizona
(EUA). Contrariamente ao estudo de Cohen et al. (1980), Lebowitz (1981)



descreveu que existiu uma correlagdo entre o consumo de alcool e aumento
dos sinais e sintomas respiratdrios pesquisados e redugcdo das variaveis
espirométricas, independentemente do tabagismo, principalmente entre os
homens. Lange et al. (1988) pesquisaram a influéncia do alcool na prova de
funcdo pulmonar em 8765 individuos por um periodo de cinco anos. Como
resultados, os autores descreveram que o0 consumo de alcool esteve

relacionado com maior reducédo de VEF1 e da CVF (capacidade vital forgada).

5.7 Alteracoes Imunohistoquimicas Pulmonares

Entre os animais com tempo de exposicao de 260 dias as alteracdes
imunohistoquimicas do tecido pulmonar foram mais marcantes, destacando-se
principalmente os efeitos da exposi¢ao a fumaca do cigarro, ja que tais animais
apresentaram maior indice de apoptose bronquiolar associado a uma redugao
da proliferacdo celular visto pelos valores de PCNA inferiores ao grupo
controle. Tais mecanismos estdo intimamente relacionados com a
fisiopatologia do desenvolvimento do enfisema. As expressbes negativas da
P53 e da survivina no parénquima pulmonar podem indicar que apesar das
agressoes associadas a exposicao a fumaca do cigarro (bronquiolite, apoptose
e reducao do PCNA) estarem em desenvolvimento, a carcinogénese ainda nao

ocorreu.

5.7.1 Efeito do tabaco na reacao inflamatéria e apoptose:

A doenca pulmonar obstrutiva crénica € uma desordem relacionada
com o tabagismo caracterizada por inflamacao crbnica das vias aéreas e
destruicao progressiva do parénquima pulmonar, resultando em remodelagao
pulmonar e enfisema. Muitos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos com o
enfisema tém sido propostos, incluindo um desequilibrio entre proteases/anti-
proteases, estresse oxidativo e a apoptose das células das paredes alveolares
(células epiteliais e endoteliais). Uma vez que tal mecanismo nao seja
contrabalanceado por um aumento da proliferacéo de tais células, o resultado



€ uma perda das unidades alveolares, resultando em enfisema. Estudos
experimentais sugerem o envolvimento das caspases, deficiéncia do fator de
crescimento vascular endotelial, oxidantes, ceramida, linfécitos T CD8",
elastases e interferon gama na inducao da apoptose das células das paredes
alveolares. Além do mais, um defeito no clearence das células apoptoticas nos
pulmdes de pacientes com enfisema pode promover reagédo inflamatéria
(AOSHIBA, 2007; PARK, RYTER e CHOI, 2007).

A remocao de células apoptéticas ocorre através de uma Unica
forma de fagocitose (conhecida como eferocitose) (DeCATHELINEAU e
HENSON, 2003; GARDAI et al., 2005), que pode ser realizada pela agao de
células da estrutura tissular, tais como: fibroblastos, células epiteliais e
endoteliais, assim como pelos fagécitos especializados, tais como: macrofagos
e células dendriticas. No entanto, foi demonstrado que a fagocitose de células
apoptoticas por macrofagos estava reduzida em portadores de DPOC
(VANDIVIER et al., 2002) e in vitro (HODGE et al., 2003), da reducdo da
fagocitose de microorganismos também (FERRARA et al.,, 1996). Em
circunstancias normais, as células apoptoticas sao rapidamente removidas in
situ com minima resposta tissular local, como um componente da homeostase
celular. Desta forma, a presenca consistente de células apoptéticas pode
representar uma indugcdo constante da apoptose ou um defeito do clearence
de tais células (HENSON, BRATTON e FADOK, 2001; TUDER et al., 2003).

A deficiéncia no clearence das células apoptoticas esta associada
com aumento da inflamacédo. Em parte, isto € resultado de necrose secundaria
e da presenca de proteases e outros componentes proé-inflamatérios. Apesar
do reconhecimento das células apoptoticas diretamente induzir os fagécitos
especializados ou ndo a produzir mediadores anti-inflamatorios, tais como fator
transformador de crescimento, interleucina-10, prostaglandina E2 e
prostaglandinas 12 (FADOK et al.,, 1998), este mecanismo pode estar
comprometido e resultar no aumento da liberacdo de moléculas pro-
inflamatdrias, tais como: fator de necrose tumoral, interleucina-1, interleucina-6
e interleucina-8. Isso poderia explicar os resultados obtidos nos animais de 260
dias expostos ao tabaco referentes a reacao inflamatéria e apoptose, ja que
coincidentemente os bronquiolos foram predominantemente envolvidos nos

dois eventos patoldgicos: bronquiolite e maior indice apoptético bronquiolar.



Sendo assim, a presente pesquisa reforca quatro dos principais
fatores envolvidos na geragdao do enfisema, ou seja, 0s animais expostos ao
tabaco apresentaram maior reagdo inflamatéria bronquiolar, maior indice
apoptético associado a deficiéncia de reposicao celular visto pelo PCNA abaixo
dos valores do grupo controle, maior estimativa de perda tecidual: entre os que
foram expostos tanto ao alcool + tabaco, em ambos o0s momentos
experimentais e maior expressdo do biomarcador de estresse oxidativo;
TBARS: no grupo somente tabaco: 260 dias. Somente o desbalanco entre
proteases e anti-proteases ndo pode ser evidenciado, ja que tal variavel ndo foi

avaliada na presente pesquisa.

5.7.2 Efeito do tabaco na apoptose e nos niveis de PCNA:

Como ja citado, na presente pesquisa o indice apoptético ao nivel
dos bronquiolos foi maior nos animais de 260 dias expostos ao tabaco. Tais
resultados concordam com o estudo de Wu et al. (2006). Tais autores
pesquisaram os efeitos do tabagismo passivo, em diferentes doses, por um
més nos bronquiolos terminais de ratos, em relacdo a ativacdo de algumas
proteinas envolvidas na apoptose. Apds os sacrificios dos animais, os autores
observaram moderada a severa inflamacéao nos bronquiolos terminais (analise
histopatoldégica) e marcada peroxidagcdo lipidica, infiltracdo linfocitaria,
congestdo e enfisema epitelial nos espacos alveolares, todos
proporcionalmente ao aumento da dose da exposi¢cdo a fumaga do cigarro.
Através do uso de um Kit de deteccao de morte celular in situ, observaram
uma correlagdo positiva entre apoptose e a dose da fumacga do cigarro
ofertada.

Para a manutencao da arquitetura pulmonar, a perda de células da
parede alveolar resultante da apoptose deve ser compensada pela proliferagéo
das células alveolares remanescentes. Um estudo em humanos mostrou que o
nivel de proliferacdo das células da parede vascular é elevado em pulmdes de
pacientes com enfisema pulmonar (TAO, ZHANG E XU, 1998). Yokohori,
Aoshiba e Nagai (2004) e Imai et al. (2006) observaram niveis elevados de
apoptose e de proliferacdo celular (PCNA) nas células epiteliais alveolares de

enfisematosos. Em um estudo experimental foi demonstrado que as células



epiteliais e endoteliais alveolares iniciaram proliferacdo em resposta a uma
injuria induzida pela administragdo de elastina nas vias aéreas de hamsters
(WEINBERG e HAYES, 1982). Outro estudo, também, mostrou que a
exposi¢ao ao cigarro induziu a proliferagao celular em pequenas vias aéreas e
nas artérias em ratos (SEKHON, 1994). Outros estudos também descreveram
aumento da apoptose das células da parede alveolar em humanos ou ratos
com enfisema, sem terem pesquisado o0s niveis de proliferagao
celular(KASAHARA et al., 2001; SEGURA-VALDES et al., 2000).

Além do indice apoptético elevado ao nivel dos bronquiolos, a
presente pesquisa evidenciou que em todos os trés grupos experimentais, em
ambos os momentos estudados, a proliferacdo celular estava reduzida pelos
baixos niveis de PCNA, em relacdo aos grupos controles. Apesar da literatura
relatar que tanto a apoptose quanto a proliferagdo celular estdo elevadas em
animais e/ou humanos expostos cronicamente ao tabaco, ha um desequilibrio
entre os mesmos, com predominio do primeiro evento descrito, resultando em
perda de unidades alveolares, o que contribui para o desenvolvimento do
enfisema pulmonar. Em comparagcdo com os resultados obtidos nos animais
do presente estudo, tal mecanismo pode estar ainda mais exacerbado, uma
vez que os niveis de PCNA dos grupos experimentais estavam abaixo dos
obtidos pelos grupos controle, marcando de forma mais efetiva ainda o
desbalanco entre apoptose e resposta de reparo do tecido frente a exposi¢éo a
fumaca do cigarro, o que poderia ter contribuido de forma marcante para o

desenvolvimento de enfisema nos animais estudados.

5.7.3 Efeito do tabaco na proteina P53:

Como ja citado, a expressao de tal proteina foi negativa nos tecidos
traqueal e pulmonar para todos os animais estudados em ambos os tempos
experimentais. Duas hip6teses podem ser levantadas a partir de tais
resultados: a auséncia de displasia epitelial nas amostras estudadas, ou que
nos animais estudados nao se pbde evidenciar a participacdo da P53 no
mecanismo da apoptose, contrariando os estudos de Wu et al. (2006) e
Morissette et al. (2008).

A expressao imunohistoquimica da proteina P53, em geral ocorre
por seu acumulo decorrente da mutacdo do gene p53, havendo consequiente



perda da sua fungdo tumor-supressora (SHAW, 1996). O mecanismo de
mutacao é controverso e estudos indicam que a proteina P53 participa da
apoptose, agindo em oposicdo ao Bcl-2 (YONISH-ROUACH et al.,, 1991).
Mutacdes no gene p53 sao as alteragdes genéticas mais freqlientes no cancer
de pulméo (NATHAN, 1993). Mais de 50% dos tumores malignos apresentam
mutacao pontual em um dos alelos do p53 e perda do outro. Estas mutagdes
podem ser devidas a fatores ambientais (como dieta, poluicdo, fumo) ou
genéticos.

Morissette et al. (2008) pesquisaram os efeitos do estresse oxidativo
(H202) e da citocina pré-inflamatéria (TNF) na expressdao da P53, da razao
Bax/Bcl-x e dos niveis de receptores do fator de necrose tumoral (TNF)
relacionados com a indugdo da apoptose (TRAIL) em pulmbes de humanos
portadores de enfisema. Foram estudados individuos normais, fumantes sem
enfisema, fumantes com enfisema e ex-fumantes com enfisema. Como
resultados, os autores observaram que os niveis de P53, da razao Bax/Bcl-xL e
os receptores TRAIL 1, 2 e 3 estavam significativamente maiores nos
portadores de enfisema, e que in vitro aumentaram ainda mais apos a
administracao de H.O, e de TNF. Desta forma, os autores sugerem que o
estresse oxidativo e as citocinas pro-inflamatérias podem estar envolvidas na
elevacao dos niveis de P53, da razdo Bax/Bcl-xL e nos niveis dos receptores
TRAIL, um novo mecanismo que pode implicar no aumento da apoptose das
células alveolares que ocorre no enfisema.

O acumulo de células imunoldgicas (neutrofilos, macréfagos,
linfécitos CD8-T) e o aumento de citocinas, por exemplo: o TNF em pulmdes
de enfisematosos, revela que tal doenca envolve uma complexa reagao
inflamatéria (BARNES, 2004). Associada a esta inflamacao, tem sido relatado
um aumento da apoptose alveolar (SEGURA-VALDEZ et al.,, 2000;
YOKOHORI, AOSHIBA e NAGAI (2004). No entanto, a principal causa, os
mecanismos e 0 envolvimento da apoptose na perda de unidades alveolares
observada no enfisema ainda permanecem nao totalmente esclarecidas. O
estresse oxidativo causado pelo cigarro e a intensa reacao inflamatéria tém
sido bem estabelecidas no pulmao enfisematoso (RAHMAN, 2005). O estresse
oxidativo pode causar dano ao DNA (RYTER et al., 2007) e contribuir para a
ativacdo de fatores de transcricdo tais como a P53 (MARTINDALE e



HOLBROOK, 2002), que influencia na sobrevivéncia celular. A P53 esta
fortemente ligada ao dano do DNA pela regulacao de fatores pré-apoptéticos
tais como: Bax, Puma, Noxa e Fas (ROOS e KAINA, 2006). Receptores de
TNF relacionados a apoptose também sdo alvos transcricionais da P53
(KIMBERLEY e SCREATON, 2004). O acumulo de P53 no parénquima
pulmonar de enfisematosos é extremamente relevante para a fisiopatologia da
doenca porque a P53 estd fortemente associada com muitos mecanismos,
principalmente aqueles relacionados com a via mitocondrial de apoptose
(ROOS e KAINA, 2006). Os componentes do cigarro tém resultado na ativacédo
da P53 em fibroblastos de pulmdo em humanos (NYUNOYA et al., 2006) e
ratos expostos ao cigarro apresentaram niveis de ativacao mais elevados para
P53 e Bax no tecido alveolar (WU et al., 2006).

Apesar dos animais estudados na presente pesquisa terem
apresentado alteracdes marcantes envolvidas na fisiopatologia do enfisema, a
expressdo da P53 ndo foi evidenciada, talvez por ainda ndo terem
desenvolvido displasia epitelial ou porque 0 mecanismo apoptotico
desenvolvido n&o tenha sido centralizado na P53.

5.7.4 Efeito do tabaco na expressao da survivina:

Em relacdo a literatura, estudos que envolvam a survivina e 0s
pulmdes referem-se principalmente a céanceres ja instalados. Alguns
pesquisaram a correlacdo entre suas expressbes positivas com
prognostico/estadiamento (KREPELA et al.,, 2009; HE et al., 2009) ou
resultados do tratamento de tais doencas (THOMPSON, 1995).

Apesar da nado expressdo da survivina no tecido pulmonar dos
animais estudados na presente pesquisa, foi encontrado na literatura dois
estudos que evidenciaram a expressdo da mesma em individuos fumantes
saudaveis (CARPAGNANO et al., 2009, JIN et al., 2008). Recentemente tem
sido descrita uma hipdétese para a carcinogénese pulmonar que enfatiza a
participacdo da inflamagdo como um possivel fator gatilho para a transicao
epitelial-mesenquimal e o desenvolvimento do cancer (PEEBLES et al., 2007),
tendo como principal fator envolvido a nicotina contida nos cigarros (SHIN et
al., 2004; MARTEY et al., 2004). A ciclooxigenase e a survivina, um fator de

resisténcia a apoptose dependente da COX-2, parecem exercer um ponto



chave nesta hip6tese. Estudos recentes tém demonstrado que a COX-2
promove a sobrevivéncia da célula pela modulagédo da survivina (SHENG et al.,
1998; KRYSAN et al., 2004), que bloqueia a acdo das caspases, impedindo a
apoptose (LI et al., 1998). A superexpressdo da survivina € comum em
diferentes tipos de tumores e exibe niveis elevados no plasma (DERIN et al.,
2008), biépsia transbronquial (CHEN et al., 2005), liquido pleural (DONG et al.,
2006) e escarro (CHEN et al., 2005) de portadores de cancer de pulméao de
nao-pequenas células (AMBROSINI, ADIDA e ALTIERI, 1997).

Carpagnano et al. (2009) pesquisaram os niveis de COX-2 e da
survivina nas vias aéreas (ar exalado condensado) de pacientes com cancer
pulmonar e em um grupo de fumantes, com o objetivo de estudar a ligagéo
entre tabagismo, inflamacdo das vias aéreas e cancer pulmonar. Como
resultados os autores descreveram que niveis elevados de COX-2 e survivina
foram encontrados nos pacientes com céancer pulmonar de nao-pequenas
células comparados aos individuos saudaveis fumantes ou ndo. Tais niveis,
também, estavam significativamente elevados nos fumantes (com cancer ou
saudaveis) e ex-fumantes comparados aos nao-fumantes e exibiu correlagao
positiva com a carga tabagica. Também houve correlacdo entre COX-2 e
survivina com a progressao do cancer.

As alteragdes imunohistoquimicas na traqueia também foram mais
marcantes nos animais expostos ao tabaco: grupos: tabaco e alcool + tabaco
por 260 dias, 0s quais apresentaram expressao positiva para survivina, apesar
do PCNA estar reduzido em comparagdo ao grupo controle e P53 estar
negativa. Como ja exposto no estudo de Carpagnano et al. (2009), tal
expressao da survivina esta intimamente relacionada a exposi¢cdo ao tabaco
que promove reacao inflamatéria e pode estar envolvida com uma evolugao
para um processo carcinogénico. De acordo com Jin et al. (2008) a expressao
da survivina no epitélio brénquico é um evento precoce e determinante na
tumorogénese induzida pelo tabaco. Desta forma, pode-se sugerir que nos
animais estudados na presente pesquisa, a exposicdo a fumaca do cigarro
pode ter causado danos mais agressivos na traqueia, em comparacao ao
tecido pulmonar, ja que a survivina se expressou na primeira € nao no tecido
pulmonar e que o indice de apoptose nao estava elevado nas traqueias. Tal

resultado torna-se muito relevante uma vez que pesquisas atuais tém



concentrado esforgos na identificacao de expressao positiva da survivina como
ponto chave de evolugdo para carcinogénese, desta forma sua identificacao
precoce poderia auxiliar na prevencao de um futuro evento irreversivel (JIN et
al., 2008; CARPAGNANO et al., 2009).

5.7.5 Efeitos do alcool nas alteracées imunohistoquimicas

Como j& exposto, o principal fator determinante nas alteracdes
imunohistoquimicas nos animais estudados foi a exposicdo a fumaca do
cigarro. Em relagdo a associacdo do consumo de alcool e os mecanismos
envolvidos na apoptose, a maioria dos estudos encontrados na literatura
relaciona o consumo cronico de alcool com estresse oxidativo e lesdes
apoptoéticas dos hepatécitos (HU et al., 2009; COHEN et al., 2009; ZHOU et al.,
2008). Os estudos que associam o alcool, apoptose e tecido pulmonar sdo
relativos ao mecanismo fisiopatoldgico ou tratamento da sindrome da angustia
respiratéria aguda (MOSS et al., 1996; MOSS et al., 2003; GUIDOT e HART,
2005; WAKABAYASHI e KATO, 2006). Em pacientes sépticos, o consumo
cronico e intenso de alcool aumenta a incidéncia de sindrome da angustia
respiratéria aguda, uma sindrome que requer a proliferacdo e diferenciacao
das células alveolares tipo Il para reparar a lesao epitelial alveolar (MOSS et
al., 1996; MOSS et al., 2003; GUIDOT e HART, 2005; WAKABAYASHI e
KATOQO, 2006). Previamente, Brown et al. (2001a) demostraram em um modelo
animal que a ingesta cronica do etanol diminui os niveis de glutationa nos
pneumdcitos tipo Il e exacerba a lesdo pulmonar aguda mediada por
endotoxinas. Em um segundo estudo, Brown et al. (2001b) observaram que
ratos machos adultos expostos de 6 a 16 semanas ao etanol apresentaram
deplecdo da GSH, particularmente a mitocondrial associado a um aumento da
apoptose dos pneumdacitos tipo Il mediado pelo mediador inflamatério TNF-a.
De acordo com Brown et al. (2004), a ingesta crénica de etanol altera as
funcdes celulares (reducdo da producado de surfactante, perda da integridade
da membrana alvéolo-capilar e aumento da sensibilidade a apoptose induzida
por citocinas in vitro e in vivo) dos pneumadcitos do tipo Il. Experimentalmente,
a ingesta cronica de alcool aumenta marcadamente a expressao relativa dos

receptores de angiotensina-2 no epitélio pulmonar e paralelamente torna estas



células susceptiveis a apoptose quando expostas ao estresse oxidativo ou a
citocinas pré-inflamatorias. A inibicdo seletiva de tais receptores resultou na
inibicdo da apoptose estimulada pelo TNF-a em células epiteliais alveolares
isoladas de ratos alimentados com alcool (BECHARA et al., 2003). Em relacao
ao mecanismo fisiopatolégico envolvido ainda ndo ha um total esclarecimento,
mas ha indicios de que a angiotensina Il ativa a expressao da NADH oxidase,
0 que resulta em producdo de superéxido no parénquima pulmonar
(POLIKANDRIOTIS et al., 2006).

Uma provavel explicagao fisiolégica para a ndo ocorréncia marcante
de alteracbes imunohistoquimicas nos animais expostos ao alcool pode ser o
fato de que em nosso estudo a participacdo do mesmo em relacdo aos:
biomarcadores de estresse oxidativo, na apoptose e na reacdo inflamatéria
pulmonar n&o foi significativa. Mais uma vez pode-se questionar se uma
exposicdo mais agressiva ao alcool fosse necessaria para resultar no

sinergismo entre as drogas estudadas.






CONCLUSAO

6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos na presente pesquisa pode-se
concluir que:

1 - os efeitos deletérios impostos pelo alcool e pela exposicdo a
fumaca do cigarro sdo dependentes do periodo de exposi¢cdo, ja que 0s
animais dos grupos experimentais de 260 dias apresentaram alteracdes mais
marcantes nas variaveis estudadas.

2 - Tanto o tabaco quanto o alcool interferiram negativamente no
crescimento corpdreo e a associagdo das duas drogas aumentou a estimativa
de enfisema pulmonar.

3 - Em relacdo as outras variaveis estudadas pode-se observar uma
maior influéncia negativa da exposicdo a fumaca do cigarro que do uso do
alcool.

4 - Um resultado de relevancia para a aplicacéo clinica foi que a
traqueia dos ratos expostos ao tabaco apresentaram expresséo positiva para a

proteina antiapoptética survivina.
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