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Resumo

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) caracteriza-se por processo
inflamatorio que leva a quebra da barreira alvéolo-capilar com desenvolvimento de
edema intersticial e alveolar, diminuicdo da complacéncia pulmonar, hipertensdo
pulmonar, desequilibrio da relagdo ventilagdo/perfusdo e hipoxemia refratéria a
administracdo de oxigénio. Apesar do progresso no entendimento de sua fisiopatologia e
consequente avango em estratégias terapéuticas de pacientes com SDRA, a mortalidade
permanece elevada.

Entre os mecanismos que levam a sindrome, varias evidéncias sugerem que pacientes
portadores de SDRA estdo expostos a elevado grau de estresse oxidativo (EO) induzido
por ampla variedade de eventos. Por essa razdo é fundamental a compreensdo do papel
do EO tanto na instalagdo como na perpetuacdo do processo infamatorio que ocorre na
doenca. No entanto, apesar do uso de antioxidantes ter mostrado algum beneficio na
evolucdo da doenca, ainda ndo ha evidéncia clinica para sua utilizacdo rotineira na prética.
O licopeno € um carotenoide sem atividade provitamina A encontrado principalmente no
tomate e nas frutas vermelhas. Em decorréncia de seu grande nimero de duplas ligacdes
conjugadas, o licopeno é considerado um dos melhores antioxidantes entre os
carotenoides. Além disso, € um dos mais potentes antioxidantes encontrados no
organismo humano, apresentando poténcia antioxidante 100 vezes maior do que a
vitamina E e a vitamina C.

A ventilagdo mecanica convencional protetora (VMC) constitui um dos principais pilares
do tratamento da SDRA, sendo capaz de modificar a evolugdo da doenga e reduzir a
mortalidade.

Baseado nos efeitos protetores da ventilacao oscilatoria de alta frequéncia (VOAF) sobre
a SDRA, anteriormente descritos pelo grupo, bem como o potencial papel antioxidante e
antiinflamatdrio do licopeno, nossa hipotese € que esse carotenoide exerce efeito protetor
adicional em modelo experimental de SDRA.

O objetivo do estudo foi investigar os efeitos da suplementacdo com licopeno sobre 0 EO
pulmonar, por meio da capacidade antioxidante total (TAP) e dano oxidativo do DNA
(teste do Cometa), em modelo experimental de lesdo pulmonar induzida em coelhos
ventilados com VMC e VOAF, comparando-os com grupo controle. Também foram
avaliadas a histologia pulmonar e a inflamacéo pela contagem de células de neutréfilos
no lavado broncoalveolar. Cinquenta e cinco coelhos foram instrumentados com
traqueostomia, acessos vasculares e ventilados mecanicamente. Os animais
suplementados receberam 10mg/Kg de licopeno durante 21 dias antes do experimento. A
lesdo pulmonar foi induzida por infusdo traqueal de salina aquecida (30mL/Kg, 38°C).
Foram formados os seguintes grupos experimentais: animais sadios foram submetidos a
eutanasia para compor o grupo baseline sem suplementacdo: GBL; n=5 e baseline
suplementado com licopeno: GBLL; n=5, animais sadios submetidos a VM Protetora,
sem suplementacdo denominado grupo controle GC; n=5, animais submetidos a indu¢édo
da lesdo pulmonar e tratamento com ventilacdo mecanica e suplementados com licopeno
GVMCL; n=10 e sem suplementacdo GVMC; n=10, com LP submetidos a VOAF e
suplementados com licopeno GVAFL; n=10 e sem suplementacdo GVAF; n=10. Apos a
confirmacdo da lesdo pulmonar, as gasometrias foram realizadas a cada 30 minutos pelas
4 horas de duracdo do protocolo experimental. O nivel de significancia foi de 5%.
Comparando os momentos, antes e depois da lesdo pulmonar em cada grupo, houve piora
significante da oxigenacdo e também diminuicdo da complacéncia pulmonar estatica em
todos 0s grupos. Apos 4 horas, 0s grupos tratados com VOAF, com e sem licopeno, € 0
grupo sob VMC protetora com licopeno, apresentaram melhora significante em relagéo
ao grupo VMC protetora sem suplementacdo, apresentando relacdo de PaO2/FiO>



semelhante aos momentos antes da inducdo da lesdo pulmonar e em relagdo ao GC. A
contagem de neutréfilos no lavado broncoalveolar mostrou que os grupos GVMCL e
GVAFL, apresentaram valores significantemente menores em comparagdo com 0s
animais sem suplementacdo. GC, GVAFL e GVMCL apresentaram escore de leséo
histologica significantemente menor quando comparados com 0S Qrupos sem
suplementacdo. Quanto ao TAP no tecido pulmonar, ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos. O dano do DNA nos linfocitos, comparando os animais sob VMC protetora,
foi significantemente mais baixo nos animais suplementados com licopeno. Este estudo
demonstra que independentemente do modo ventilatorio, a suplementacdo prévia com
licopeno melhora a oxigenacdo, reduz a lesdo inflamatéria bem como a lesdo
histopatoldgica nos animais, assemelhando-se aos beneficios propostos pela VOAF, e
minimiza o dano no DNA nos animais sob VMC protetora com suplementagdo em relagéo
aos animais sob mesma ventilag&o.

Palavras-chave: Sindrome do desconforto respiratério agudo, Lesdo pulmonar,
Ventilagdo mecénica, Carotenoides, Estresse oxidativo, Lesdo de DNA, Capacidade
antioxidante total, Inflamacao.



Abstract

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is characterized by inflammatory process
that leads to the breakdown of the alveolar-capillary barrier with the development of
interstitial and alveolar edema, decreased pulmonary compliance, pulmonary
hypertension, impaired ventilation and perfusion, and hypoxemia refractory to
administration of oxygen. Despite better understanding in pathophysiology and
consequent advancement in therapeutic strategies for ARDS patients, mortality remains
high.

Although the exact mechanism leading to ARDS is unknown, several evidences suggest
that patients with the syndrome are exposed to a high degree of oxidative stress. For this
reason it is important to understand the role of oxidative stress in both, initiation and
progress of inflammatory process that occurs in the disease. However, although the use
of antioxidants has shown some benefit in ARDS evolution, there is still no clinical
evidence for its use in practice routine.

Lycopene is a carotenoid with no provitamin A activity found mainly in tomatoes and red
fruits. Due to its large number of double conjugated bonds, lycopene is considered one of
the best antioxidants among carotenoids. In addition, it is one of the most potent
antioxidants found in the human body, with antioxidant potency 100 times higher than
vitamin E and vitamin C.

Conventional mechanical ventilation (CMV) is the main ARDS treatment, capable of
modifying disease evolution and reducing mortality.

Based on the protective effects of high frequency oscillatory ventilation (HFOV) on
ARDS, previously described by our group, as well as the potential antioxidant and
antiinflammatory role of lycopene, our hypothesis is that this carotenoid has additional
protective effect in ARDS model.

The aim of this study was to investigate the effects of lycopene supplementation on
pulmonary oxidative damage, analyzing total antioxidant performance (TAP) and
oxidative DNA damage (Comet Assay), in an experimental induced lung injury model in
rabbits, ventilated by CMV and HFOV compared to control group. Pulmonary histology
and neutrophil cell counts were also evaluated. Fifty-five rabbits were instrumented with
tracheostomy, vascular accesses and mechanically ventilated. Supplemented animals
received 10mg/ kg of lycopene for 21 days prior to the experiment. Lung injury was
induced by tracheal infusion of warm saline (30mL/ kg, 38°C). The following
experimental groups were: healthy animals submitted to euthanasia to compose the
baseline group without supplementation: GBL; n = 5 and baseline supplemented with
lycopene: GBLL; n = 5, healthy animals submitted to Protective CMV, without
supplementation, denominated GC control group; n = 5, animals submitted to lung injury
induction and mechanical ventilation treatment and supplemented with lycopene
GVMCL,; n =10 and without supplementation GVMC; n = 10, animals with LP submitted
to HFOV and supplemented with lycopene GVAFL; n = 10 and without supplementation
GVAF; n=10. After confirming lung injury induction, blood gases were performed every
30 minutes during the 4 hours of the experimental protocol. The level of significance was
5%. Comparing the moments before and after the pulmonary injury induction in each
group, there was a significant worsening of oxygenation and decrease in static lung
compliance in all groups after injury induction. After 4 hours, groups treated with HFOV,
with and without lycopene supplementation, and group with lycopene supplementation
and submitted protective CMV, showed a significant improvement compared to
Protective CMV group without supplementation, showing PaO2/FiO; ratio similar to the
moments before the pulmonary induction and CG. Neutrophil count in bronchoalveolar
lavage showed that GVMCL and GVAFL groups presented significantly lower



comparing with animals without supplementation. GC, GVAFL and GVMCL had a
significantly lower histological injury score compared to groups without supplementation.
TAP in lung tissue showed no statistical difference among groups. DNA damage on
lymphocytes comparing animals submitted to protective CMV was significantly lower in
animals supplemented with lycopene. This study demonstrates that independent of the
ventilatory mode, prior lycopene supplementation improves oxygenation, reduced
inflammatory injury, as well as histopathological injury score in this lung injury animal
model. Both HFOV groups, and animals submitted to protective CMV and supplemented
with lycopene showed reduced DNA-free damage compared to animals under de same
ventilation without supplementation.

Key words: Acute respiratory distress syndrome, Lung injury, Mechanical ventilation,
Carotenoids, Oxidative stress, DNA damage, Total antioxidant performance,
Inflammation.



1. Introducéo

A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) determina insuficiéncia
respiratdria que, em alguns casos, cursa com mortalidade elevada (Ashbaugh et al., 1967;
Dernaika et al., 2009). Pode ser causada por agressdo pulmonar direta (primaria), como
ocorre na sindrome aspirativa, infeccdo pulmonar, quase afogamento e contusdo
pulmonar, ou pode ser originada por agressdo indireta (secundaria), como na sepse,
politraumatismo, em transfusdes macicas de hemoderivados, entre outras (Gattinoni et al.,
1988). Caracteriza-se por processo inflamatério extenso que leva a quebra da barreira
alvéolo-capilar com desenvolvimento de edema intersticial e alveolar, diminui¢do da
complacéncia pulmonar, desequilibrio da relacéo ventilacdo/perfusdo (V/Q) e hipoxemia
refrataria a administracdo de oxigénio (Sessler, 1998). A lesdo dos pneumdcitos do tipo
I, produtores de surfactante, e a inativacdo do surfactante pelo processo inflamatorio
também contribuem para o colabamento expiratorio de unidades alveolares, com reducgéo
da capacidade residual funcional. Além disso, a SDRA cursa com hipertensdo pulmonar
resultante do aumento da resisténcia vascular pulmonar produzido por combinacédo
complexa de lesdo pulmonar priméaria, decorrente da resposta inflamatéria a agressao
pulmonar, e de complica¢bes do tratamento, principalmente a lesdo pulmonar induzida
pela ventilacdo mecénica (Sibbald et al., 1983).

Apesar do melhor entendimento da fisiopatologia da doenca e do avango
tecnoldgico observado na monitoracdo e no tratamento de pacientes gravemente doentes,
a mortalidade por SDRA permanece elevada, variando de 31% a 60% em adultos (The
Acute Respiratory Distress Syndrome Network, 2000) e de 43% a 62% em criancgas
(Fioretto et al., 2001; Okamoto et al., 1998).

Embora a patogénese da SDRA seja multifatorial, a presenca do estresse oxidativo
(EO) ¢é denominador comum e determinante. De fato, existem evidéncias de que as
espécies reativas de oxigénio (ROS) determinem lesdo endotelial vascular e epitelial
pulmonar (Ciencewicki et al., 2008), sendo responsaveis pelo desenvolvimento e
progressao da sindrome (Siler et al., 1989). Dessa forma, torna-se fundamental a melhor
compreensdo do papel do EO tanto na instalacdo como na perpetuacdo do processo
inflamatdrio que ocorre na sindrome (Chow et al., 2003).

A patogénese da SDRA envolve a instalacdo de um fator agressor com
subsequente inflamacdo alveolar e endotelial. As principais células ativadas nesse
processo inflamatério sdo macréfagos, células epiteliais e neutrofilos. A ativacdo do

macrofago determina a lesdo de fase aguda (aumento de IL-1beta, IL-8, IL-6, fator de



necrose tumoral-alfa e proteina inibidora de macrofago) e de fase tardia (estimulacéo de
fibroblasto e de crescimento celular). A ativagdo de células epiteliais reduz as proteinas
produtoras de surfactante e diminui a reabsorcdo do edema alveolar. A ativacdo de
neutréfilos aumenta adicionalmente a liberagdo de citocinas inflamatdrias, com
incremento da apoptose neutrofilica e geracdo de ROS e espécies reativas de nitrogénio
(RNS). A geracdo aumentada dessas espécies perpetua o processo, pois ha diminuicéo
ainda mais acentuada da producdo de surfactante. Além disso, as espécies reativas sao
capazes de estimular o fator capa (NF- ¥ B), presente no nicleo da célula, responsavel
pela expressdo de genes inflamatérios (como IL-6 e ICAM 1) (Lee e Downey, 2001;
Soltan-Sharifi et al., 2007).

A producdo exagerada das espécies reativas e de outros componentes desequilibra
a integridade da membrana alvéolo-capilar, levando a formacdo da membrana hialina,
marca histolégica da fase aguda da sindrome, via reacao de oxidacéo (lipidica e proteica).
Os produtos da degradacéo de fibrina podem aumentar a permeabilidade vascular e causar
vasoconstri¢do, outro fator que favorece a formacdo de edema (Carvalho et al., 1999;
Kinkel et al., 1999).

As ROS sdo continuamente geradas pelo metabolismo fisiologico (Abraham et al.,
2000) e o aumento na sua geracdo ou a diminuicdo da capacidade antioxidante do
organismo pode estar envolvido na patogénese da SDRA (Lamb et al., 1999). Estes
efeitos podem comprometer a viabilidade das células ou induzir uma variedade de
respostas celulares por meio da geracédo de espécies reativas secundarias, levando a morte
celular por necrose ou apoptose (Quinlan et al., 1994; Ware, 2006).

O EO pode ser entendido como sendo o evento resultante do desequilibrio entre o
sistema de defesa antioxidante e a geracdo de ROS ou RNS. As ROS sdo geradas tanto
por sistemas enzimaticos como ndo enzimaticos e tém sido implicadas em grande nimero
de processos fisiologicos (Gutteridge e Mitchell, 1999), néo fisioldgicos e na iniciacdo e
progressdao de doencas (Aldini et al., 2007). As principais ROS sdo: hidroxil (OH);
superoxido (O2 ); peroxinitrito (ONOO); peroxido de hidrogénio (H202); singlet
oxigénio (*O); déxido nitrico (NO); acido hipocloroso; radical hidroperoxil; radical
alcoxil (LO) e hidroperoxido [L(R)OOH]. As fontes geradoras de espécies reativas sao
as que se seguem: reducdo incompleta do O2 (mitocondria); macrofagos e neutrofilos;
endotélio; epitélio; sistemas enzimaticos (Mieloperoxidase, Xantina oxidase, NADPH-
oxidase, NADPH-citocromo P450 redutase, ciclo-oxigenase, NO-sintetase); reac6es com

metal (Ferro e Cobre) por meio das Reagdes de Fenton (Fe™™) e de Haber-Weiss (Fe*™) e



reacdo nao enzimatica entre os radicais superoxido e 6xido nitrico resultando na geragao
de peroxinitrito. Embora as ROS sejam essenciais para uma variedade de mecanismos de
defesa celular (Touyz e Schiffrin, 2004), elas e as RNS podem causar lesdo oxidativa em
biomoléculas (lipidios, proteinas, carboidratos e DNA) quando presentes em
concentracdo superior a sua neutralizacdo, mediada pelo sistema de defesa antioxidante.

O sistema de defesa antioxidante é constituido por varios componentes
localizados nos compartimentos aquoso e lipidico. Os antioxidantes do compartimento
aquoso sdo: glutationa (GSH); glutationa-peroxidase (GSH-Px); glutationa-redutase
(GSH-Rd); superoxido dismutase (SOD); catalase, vitamina C; acido Urico; albumina;
hemoglobina; transferrina; bilirrubina e flavonoides. Os antioxidantes do compartimento
lipidico sdo: vitamina E (principalmente -tocoferol) e carotenoides (-caroteno, licopeno,
luteina, zeaxantina, astaxantina, cataxantina) (Ferreira e Matsubara, 1997).

Como mencionado, o EO ocorre quando a producéo de especies reativas supera a
capacidade antioxidante, resultando em oxidacdo de lipidios (lipoperoxidagéo), proteinas
(carbonilacdo e/ou nitracdo), carboidratos (carbonilacdo) e DNA (oxidacgdo de bases). A
lesdo desses importantes componentes celulares leva a alteracdo da estrutura quimica e
da funcdo da célula e a morte celular. Em especial, a lesdo oxidativa de DNA pode ocorrer
nas bases (puricas e pirimidicas) na presenca de OH, que retira um atomo de hidrogénio
das ligacbes C-H (carboidrato-hidrogénio) gerando bases falsas (chamadas aducts de
bases de DNA), as quais podem ser produzidas na presenca ou na auséncia de oxigénio.
As bases falsas geradas podem atuar como oxidantes ou como redutoras (dependendo do
local onde foi retirado o atomo de Hidrogénio) e comprometem a replicacdo e a
transcricdo e, consequentemente, prejudicam a transmissdo de informacdo geneética
(Cooke et al., 2003).

O papel do EO na SDRA tem sido evidenciado tanto por estudos experimentais
(Rotta et al., 2001; Sato et al., 2002; Viana et al., 2004; Meyer et al., 2006; Jian et al.,
2010; Ronchi et al., 2011; Ronchi et al., 2012) como por estudos clinicos (Metnitz et al.,
1999; Schmidt et al., 2004; Soltan-Sharifi et al., 2007), os quais serdo detalhadamente
discutidos no item “suplementacdo com antioxidantes na SDRA”.

No tratamento de pacientes com SDRA, a ventilacdo pulmonar mecanica (VM)
ocupa posicdo de destaque (Dahlem et al., 2007), pois é capaz de modificar a evolucao
da doenca e reduzir a mortalidade (Amato et al., 1998; The Acute Respiratory Distress
Syndrome Network, 2000). A VM ¢é fundamental na medida em que melhora a

oxigenacéo por recrutamento alveolar, com restabelecimento da relacdo V/Q (Fioretto et



al., 2001). No entanto, embora manobras ventilatorias possam melhorar a oxigenagao
arterial, elas ndo reduzem a hipertensdo pulmonar. Além disso, com a progressao da
insuficiéncia respiratdria pode ser necessario 0 emprego de volume corrente (VC) e de
pressbes inspiratorias (pressdo de pico e pressdo de platd) elevadas. A ideia que
predomina atualmente é a de que o emprego de altos volumes correntes, que geram altas
pressbes inspiratorias na VM de pacientes com SDRA, determina lesdo estrutural em
areas de pulmao até entdo sadias (volutrauma e barotrauma), reproduzindo as lesdes
anatomopatoldgicas da SDRA nessas areas, agravando a hipoxemia e piorando a evolugédo
dos pacientes (Slutsky, 1999). Além disso, ciclos sucessivos de abertura e fechamento
dos alvéolos podem determinar atelectrauma que corresponde ao colapso ou
“afrouxamento” destas unidades de troca gasosa. A VM mais agressiva pode, também,
propiciar a migracdo de mediadores inflamatérios liberados nos alvéolos para a circulacéo
pulmonar e dai para a circulagdo sistémica, podendo ocasionar disfungdes organicas
extrapulmonares (biotrauma) (Ranieri et al., 2000).

Entre os métodos ventilatérios de protecdo pulmonar utilizados na SDRA
destacam-se a ventilagdo mecanica convencional protetora (VMC) (The Acute
Respiratory Distress Syndrome Network, 2000) e a ventilagdo oscilatoria de alta
frequéncia (VOAF) (Girard e Bernard, 2007; Turner e Arnold, 2007; Allardet-Servent et
al., 2008). Embora a VMC seja efetiva para a maioria dos pacientes, h& um namero
significante deles nos quais esse modo pode ndo garantir a oxigenacao adequada. Nestes
casos, a VOAF pode ser alternativa atraente por suas caracteristicas tnicas (Arnold et al.,
1994).

A VOAF ¢é um modo ventilatério que utiliza volume corrente menor do que o
volume do espaco morto anatdmico (1-3 mL/Kg) e frequéncia muito acima da fisiologica
(3-15 Hertz, ou seja, 180-900 ciclos/minuto). Esta forma de ventilagdo vem sendo
utilizada com sucesso no tratamento de pacientes com insuficiéncia respiratoria grave,
quando a VMC falha. Além disso, ha relatos de que quando a VOAF ¢ utilizada
precocemente, ocorre reducdo na lesdo pulmonar aguda e cronica em pacientes com
SDRA (Chan e Stewart, 2005). A combinacdo de pequena variacdo de volume e pressdo
e manutencédo de pressao média de vias aéreas (MAP) tornam o uso da VVOAF atrativo na
SDRA. Além disso, a manutencdo do volume pulmonar, gque evita superdistensao
pulmonar e aparecimento de atelectasia em pacientes com SDRA, e seu padréo de fluxo,

podem melhorar a relacdo V/Q (Lia Graciano e Freid, 2002).



Em publicagbes recentes do nosso grupo, a VOAF mostrou beneficios
substanciais em modelo experimental de les&o pulmonar. O uso da VOAF melhorou a
oxigenacdo, reduziu o processo inflamatdrio e o dano histopatoldgico, e atenuou a lesdo
pulmonar oxidativa quando comparado a VMC (Ronchi et al., 2011; Ronchi et al., 2012;
Ronchi et al., 2014).

Biomarcadores do estresse oxidativo

Véarios métodos sdo utilizados para avaliar o EO. Destacam-se as seguintes
afericOes individualizadas: 1) oxidacao das bases do DNA (teste do Cometa); 2) oxidacao
lipidica [(malondialdeido (MDA), isoprostanos (F2-isoprostanos)]; 3) oxidacdo de
proteinas (Carbonilacdo) e 4) oxidacdo de aminoécidos (Nitracdo). Outros ensaios aferem
a capacidade antioxidante individual do compartimento hidrofilico (GSH, GSH-PX, SOD,
catalase, &cido urico, bilirrubina, albumina, ascorbato) e lipofilico (carotenoides, alfa-
tocoferol).

Existe grande dificuldade na interpretacdo dos resultados originados de medidas
individuais de componentes do sistema de defesa antioxidante e também das aferi¢des da
oxidacdo das biomoléculas. Esta limitacdo estimulou alguns pesquisadores a
desenvolverem outros métodos nos quais é aferido o sistema de defesa antioxidante como
um todo, como o TRAP (antioxidantes sequestrantes de radical) (Wayner et al., 1985) e
0 ORAC (capacidade de absorbancia dos radicais de oxigénio) (Cao e Prior, 1999). Estes
métodos utilizam geradores de radicais hidrofilicos, os quais produzem radicais apenas
no compartimento aquoso do plasma. Contudo, qualquer amostra bioldgica é constituida
pelos compartimentos aquoso e lipidico. Assim, devido ao fato dos antioxidantes serem
hidrossoluveis ou lipossoliveis ambos os compartimentos devem ser obrigatoriamente
monitorados quando se deseja avaliar a capacidade antioxidante total de amostras
biologicas. Ainda, € importante ser enfatizado que a acéo protetora de um antioxidante
resulta da acdo sinérgica com outro antioxidante, seja ele do mesmo ou de outro
compartimento. O método proposto por Aldini e colaboradores, o TAP (total antioxidant
performance) contempla ndo apenas a afericdo de antioxidantes dos dois compartimentos,
mas também mostra o resultado da interacdo sinérgica entre os antioxidantes (Aldini et
al., 2001). Essas consideracGes justificam a opcdo por esse método para aferir a
capacidade antioxidante total no presente estudo.

O teste do cometa é comumente utilizado em toxicologia genética e tornou-se um

dos métodos padrdes de avaliagdo do dano oxidativo de DNA, com aplica¢fes em testes
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de genotoxicidade, biomonitorizagdo humana, epidemiologia molecular, e ecotoxicologia
(Collins, 2004; Forchhammer et al., 2010; Moller et al., 2010). Apresenta inimeras
vantagens que incluem: sensibilidade; possibilidade de avaliacdo de danos em células
individuais; necessidade de amostras celulares extremamente pequenas; possibilidade de
ser aplicado em qualquer populacdo de células, necessitando apenas de células viaveis e
ndo necessariamente de células em proliferacdo. Trata-se de um teste que pode ser
utilizado para avaliacdo da genotoxicidade tanto in vitro como in vivo, sendo um método
para avaliacdo do sistema de reparo do DNA (Tice et al., 2000; Kumaravel et al., 2009).

Em trabalho realizado pelo grupo (Ronchi et al., 2012), a lesdo pulmonar
oxidativa avaliada pelo TAP e 0 dano ao DNA pelo teste do cometa apresentou correlagdo
significantemente positiva quando aferidas no sangue periférico e tecido pulmonar,
sugerindo que o sangue periférico poderia ser utilizado para grandes estudos
epidemiologicos conduzidos na pratica clinica, quando ndo é possivel ter acesso ao tecido

alvo.

Suplementacédo com antioxidantes na SDRA

Tendo em vista o papel do EO na SDRA, estratégias terapéuticas envolvendo
suplementacdo com antioxidantes tém sido consideradas. Estudo clinico mostrou que a
suplementacdo com antioxidante (N-acetilcisteina) melhorou indices de EO plasmatico
(GSH, GSSG/GSH) e de gravidade (escore APACHE-II) de pacientes portadores de
SDRA (Soltan-Sharifi et al., 2007). A associacdo de antioxidantes (N-acetilcisteina e
Desferoxamina) também atenuou a leséo oxidativa lipidica, proteica e a geracao de radical
superdxido em lavado broncoalveolar de ratos com lesdo pulmonar (Ritter et al., 2006),
revelando outro campo para estudos no tratamento da sindrome. Outro estudo
experimental (Kinniry et al., 2006) observou que a suplementacdo com alfa-tocoferol
(adicionado a racdo) melhorou os niveis de peroxidacdo lipidica, avaliado pelo
malondialdeido (MDA) pulmonar em camundongos submetidos ao modelo de SDRA
experimental (instilacdo traqueal de acido cloridrico). Os resultados podem, em parte, ser
decorrentes da acdo do alfa-tocoferol na diminuicdo da migracdo de neutréfilo para o
espaco alveolar e, portanto, melhora da lesdo de endotélio e de epitélio, com diminuicao
da expressdo de molécula de adesdo do neutrofilo (Rocksén, 2003) e atenuacdo da
producdo de ROS (Kinniry et al., 2006). O efeito da suplementacdo com mistura de
vitaminas (tocoferol, caroteno, ascorbato) foi também estudado em pacientes portadores

de SDRA (Soltan-Sharifi et al., 2007). Os resultados mostraram que 0s pacientes
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suplementados apresentaram diminuigdo do tempo de internacdo, do tempo de desmame
da VM e de evolugdo para disfungdo de multiplos 6rgéos. Apesar do uso de antioxidantes
ter mostrado algum beneficio na evolucéo da SDRA, ainda ndo ha evidéncia clinica para
indicar o uso rotineiro dessa estratégia.

Nos Ultimos anos, tem sido de grande interesse a funcdo de protecdo bioquimica
de antioxidantes naturais contidos em alimentos para a prevencdo de danos oxidativos
causados por espécies reativas (ROS e RNS) de radicais livres (Jamshidzadeh et al., 2008).
Diversos estudos tém mostrado que a ingestdo de tomate e seus produtos se associa com
diminuicdo do risco de desenvolvimento de varias doencas (Rao e Agarwal, 2000;
Minorsky, 2002), mas para nosso conhecimento, ndo existem estudos que tenham
avaliado o papel do licopeno na SDRA.

O licopeno é um carotenoide lipofilico responsavel pela cor vermelha de varias
frutas e vegetais (Khachik et al., 2002) e é abundantemente encontrado em tomates e seus
produtos (Mangels et al., 1993). N&o possui atividade provitamina A que é relativamente
resistente ao calor no processamento do tomate. Em decorréncia de seu grande nimero
de duplas ligacGes conjugadas, o licopeno é considerado um dos melhores antioxidantes
dentre os carotenoides. Além disso, € um dos mais potentes antioxidantes encontrados no
organismo humano, apresentando poténcia antioxidante 100 vezes maior do que a
vitamina E e a vitamina C. Outro atributo do licopeno refere-se a sua altissima capacidade
de se ligar ao oxigénio singlet (uma ROS) (Di Mascio et al., 1989), sendo melhor do que
o caroteno (duas vezes) e tocoferol (10 vezes) (Agarwal e Rao, 2000). Além do oxigénio
singlet e do radical peroxil (Stahl e Sies, 2003), tem sido mostrada forte interacéo entre o
licopeno e outras ROS, como o peroxido de hidrogénio (Wang et al., 2004), o qual pode
induzir a geracdo de radical hidroxil, conhecido como importante ROS indutora de
oxidacao lipidica e de bases de DNA (Lu et al., 1995). Sua protecdo contra a oxidacdo de
bases de DNA foi demonstrada por nosso grupo em cardiomidcitos de ratos Wistar
suplementados com licopeno na forma licopeno-oleoresina (Ferreira et al., 2007). Além
da propriedade antioxidante, recentes estudos tém destacado o papel antiinflamatério do
licopeno em varias doencas (Hung et al., 2008; Ghavipour et al., 2012; Luvizotto et al.,
2013).

Apesar do progresso do conhecimento da fisiopatologia da SDRA e do avanco em
estratégias terapéuticas, a mortalidade permanece elevada. (Okamoto et al., 1998; The

Acute Respiratory Distress Syndrome Network, 2000; Fioretto et al., 2001). Além disso,
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sua patogénese é multifatorial e inclui alta exposi¢cdo ao EO, sendo este fator determinante
da progressao da doenca (Ciencewicki et al., 2008).

Tendo em vista os efeitos protetores da ventilacdo oscilatoria de alta frequéncia
sobre o metabolismo oxidativo da SDRA bem como o potencial papel antioxidante e
antiinflamatario do licopeno, nossa hipotese é que esse carotenoide exerce efeito protetor
adicional em modelo experimental de SDRA.

2. Objetivos

Obijetivo geral

Avaliar o efeito da suplementagdo com licopeno associado a ventilacdo oscilatéria
de alta frequéncia e a ventilagdo mecanica convencional protetora sobre os estados
oxidativo e inflamatdrio resultantes da SDRA induzida em modelo experimental em

coelhos.

3. Materiais e Métodos
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) - sob

protocolo n° 1107/2014 - da instituicdo e conduzido no laboratério da Unidade de
Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu -
FMB/UNESP.

Obtencdo, preparo e distribuicdo dos animais
Trata-se de estudo prospectivo, controlado, in vivo e em animais de laboratdrio.
Foram utilizados coelhos machos jovens brancos fornecidos pelo Biotério da UNESP -

Campus de Botucatu, com peso corporal variando de 1,5 a 3,0 Kg.

Suplementacdo com licopeno

Os coelhos foram adaptados no Biotério do Laboratorio de Pesquisa Experimental
durante duas semanas. Os animais foram mantidos (um animal/gaiola) sob condicGes
controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade (70 + 10%) e ciclo claro/escuro (12h).
Agua filtrada e racdo (Purina®, Brasil) oferecidas ad libitum.

Apos o periodo de adaptacdo de duas semanas, 0s animais sorteados para compor

0s grupos suplementados, receberam diariamente a solucdo de licopeno (solucédo
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realizada a partir do composto Lyc-O-Mato® 6%, fornecido 10mg/Kg por meio de
gavagem, durante trés semanas.
As imagens abaixo demonstram a maneira como foram realizadas as gavagens, e

a seringa com haste de silicone utilizada, respectivamente.

O produto suplementado contém extrato de tomate apresentando 6% de licopeno,
bem como outros fitonutrientes de tomate natural (como tocoferéis, fitoeno, fitoflueno,
beta-caroteno, fosfolipidos e fitoesterdis) extraidos de tomates ricos em licopeno e
produzidos de acordo com 0s EUA patente n. ° 5 837 311 e patente da UE n. ° 844 831.

A ingestdo de dieta e o peso dos animais foram registrados diariamente durante
todo o periodo de estudo. As condi¢ctes de temperatura, umidade, ciclo claro/escuro foram

mantidas de maneira idéntica ao periodo de adaptagéo.

Distribuicéo e instrumentacdo dos animais

Foram utilizados no total 55 coelhos machos e jovens, da raca New Zealand.

Previamente, dez animais sadios foram submetidos a eutanasia para formar os
grupos BASELINE, sendo que, cinco desses animais foram devidamente suplementados,
formando entdo, os grupos: baseline sem suplementacdo: GBL (n=5) e baseline
suplementado com licopeno: GBLL (n=5). Os grupos baseline foram idealizados para
analise dos carotenoides. Mais cinco animais formaram o grupo controle de animais
sadios submetidos & VMC Protetora, sem suplementacdo: GC (n=5).

Os animais restantes foram distribuidos para compor os grupos submetidos a
inducgdo da lesdo pulmonar e tratamento com ventilagdo mecénica da seguinte maneira:

lesdo pulmonar submetidos a VMC protetora, suplementados com licopeno — GVMCL
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(n=10) e sem suplementacdo — GVMC (n=10) e com lesdo pulmonar submetidos a VOAF,
suplementados com licopeno — GVAFL (n=10) e sem suplementacdo — GVAF (n=10).

Os animais foram instrumentados de acordo com técnica previamente descrita
(Fioretto et al., 2012; Ronchi et al., 2012). Apds pesagem, os animais foram anestesiados
e sedados com solucdo de cetamina (50 mg/Kg) e acepromazina (2 mg/Kg) administradas
por via intramuscular. Posteriormente, os animais receberam oxigénio a 100% por meio
de cateter nasal, e colocados em goteira cirirgica e submetidos a tricotomia cervical e
torécica para colocacao de eletrodos de monitorizacdo da frequéncia cardiaca (FC). Se a
FC diminuisse para valores abaixo de 180 bpm, era administrada atropina na dose de 0,01
mg/Kg por via intravenosa. A regido anterior do pescogo dos animais foi anestesiada com
xilocaina 2% para dissec¢do da artéria cardtida e veia jugular interna. Um cateter de
limen dnico (22 Gauge Jelco, Introcan Safety - B-Braun, Melsungen, Germany) foi
introduzido na artéria carotida e avancado até a porcao intratoracica desse vaso e outro
de duplo limen (57 - Arrow International Inc., Reading, Philadephia-USA) foi
introduzido pela veia jugular interna até a jungéo entre o atrio direito e a veia cava superior.
O cateter arterial foi utilizado para obtencdo de gasometrias e para monitoragao continua
da pressdo arterial média (PAM) com auxilio de sistema de monitoracdo de pressao
(Modulo de pressao invasiva Dixtal 2010-1BP, Manaus, Brasil) conectado a monitor
multiparamétrico (Dixtal 2010, Manaus, Brasil). O cateter na veia cava foi utilizado para
monitoracdo da pressdo venosa central (PVC).

Obtidos os acessos vasculares, foi realizada tragqueostomia e introduzido tubo
traqueal de maior calibre possivel (diametro interno de 3,0 a 3,5 mm, Portex, Hythe, UK),
mantido em posicdo por meio de fita cirdrgica. Imediatamente, era iniciada a ventilacao
mecanica com o aparelho Intermed Carefusion — Inter 7 Plus (Sdo Paulo-Brasil). Os
parametros iniciais foram: frequéncia respiratoria (FR) de 25 a 50 ciclos por minuto,
ajustada de acordo com a PaCOg; tempo inspiratorio (Ti) de 0,5 segundo; presséo
expiratoria final positiva (PEEP) de 5 cmH-0O; fracdo inspirada de oxigénio (FiOz) de 1,0;
e volume corrente alvo de 7 mL/Kg (modo volume controlado-pressao regulada). Estes
parametros foram mantidos por periodo de estabilizacdo de 10 minutos até 0 momento da
inducédo da lesdo pulmonar.

A anestesia foi mantida por meio de administracdo intravenosa continua de 10
mg/Kg/h de cetamina até a conclusdo do experimento. Além disso, os animais foram
submetidos a bloqueio neuromuscular por meio da administracdo intravenosa de 0,2

mg/Kg de pancurénio, sendo o bloqueio mantido com doses adicionais de 0,1 mg/Kg a
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cada 30 a 60 minutos. Caso a PAM diminuisse abaixo de 50 mmHg, era iniciada infusdo
intravenosa continua de noradrenalina em dose inicial de 0,1 mcg/Kg/min.

Durante o experimento, a temperatura corporal foi monitorada com o auxilio de
um termémetro de mercurio por via retal, sendo mantida entre 38°C e 40°C com auxilio
de manta térmica infravermelha (Bioterm digital — produtos térmicos), e a volemia foi

mantida por meio de infusdo continua de 4 mL/kg/h de solugdo salina.

Instalacédo do modelo de lesdo pulmonar

A leséo pulmonar foi induzida conforme técnica previamente descrita (Ronchi et
al., 2011; Fioretto et al., 2012; Ronchi et al., 2012). Resumidamente, através da canula
traqueal foram realizadas cinco lavagens sucessivas do pulméo com soro fisiologico (SF
0,9%) aquecido a 38°C em aliquotas de 30 mL/kg, a pressdo maxima de 30 cmH0O. Cada
procedimento de lavagem tinha duracéo de 60 segundos, sendo 20 segundos reservados
para infusdo de salina e o tempo restante para remocéo da mesma, a qual foi realizada por
gravidade e movimentos externos de compressao toracica. Completada a retirada, o
procedimento foi repetido a cada 3 — 5 minutos até o critério de definicdo de SDRA ser
atingido (relagéo PaO./FiO. <100 mmHg). Se esta gasometria ndo confirmasse a relagéo
Pa0/FiO; < 100 mmHg, a lavagem foi reiniciada com a realizagdo de trés outros
procedimentos de lavagem antes da coleta de outra gasometria e assim sucessivamente.
Atingido este critério, 0 momento foi denominado tempo zero (T0), compondo, assim, 0S
animais para seus respectivos grupos.

De acordo com o comportamento das variaveis analisadas em outros estudos que
utilizaram metodologia semelhante, foram estudados 10 coelhos por grupo em tratamento
(Imai et al., 2001; Rotta et al., 2001; Meyer et al., 2006; Ronchi et al., 2011; Ronchi et
al., 2012).

Formacéao dos grupos experimentais
Resumidamente, formaram-se sete grupos experimentais:
e Sadios sem ventilacdo e sem suplementacdo (GBL: n=5)
e Sadios sem ventilacdo e suplementados com licopeno (GBLL: n=5)
e Sadios submetidos a VMC Protetora e sem suplementacdo (GC: n=5)
e Lesdo pulmonar (LP) submetidos a VMC Protetora e suplementados com
licopeno (GVMCL.: n=10)
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e LP submetidos a VMC Protetora sem suplementacdo (GVMC: n=10)
e LP submetidos a VOAF e suplementados com licopeno (GVAFL: n=10)
e LP submetidos a VOAF sem suplementacdo (GVAF: n=10)

Nos animais dos grupos sob VMC, com ou sem suplementacéo de licopeno, a PEEP
inicialmente foi mantida a 5 cmH20. Apds a lesdo pulmonar foi aumentada para 8 cmH.O
durante a primeira hora e, elevando gradativamente até 10 cmH-O nas trés horas seguintes,
para minimizar a hipotensdo sistémica. A VOAF foi fornecida pelo oscilador
SensorMedics 3100A (Viasys Healthcare, Yorba Linda, USA) com pressdo média de via
aérea de 14 cmH-0, Ti de 33%, FR de 10 Hz e amplitude necesséria para manter PaCO>
em niveis fisiolégicos. A FiO, foi mantida em 1,0 para todos os animais até o final do
experimento, conforme outros trabalhos de nosso grupo que empregaram metodologia
semelhante (Ronchi et al., 2011; Fioretto et al., 2012; Ronchi et al., 2012). Apds a
confirmacdo do modelo, as gasometrias foram realizadas a cada 30 minutos pelas 4 horas

de duracéo do protocolo experimental.
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Desenho do protocolo

A figura 1 mostra o desenho do protocolo para inducdo de lesdo pulmonar e
manutencdo da ventilagdo mecénica durante as 4 horas do experimento para 0S grupos
GC, GVMCL, GVMC, GVAFL e GVAF.
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Figura 1: Protocolo experimental e distribuicdo dos animais com lesdo pulmonar de acordo com
a ventilacdo utilizada, com ou sem a administracdo do licopeno. VMC-L.: ventilacdo mecénica
convencional com suplementacdo; VMC-C: ventilagdo mecéanica convencional sem
suplementacdo; VAF-L: ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia com suplementacdo; VAF-C:
ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia sem suplementacdo; PEEP: pressdo positiva expiratéria
final e T: tempo em minutos.

Manipulacéo dos pulmdes

Antes do término do experimento, 0s animais receberam 1 mL de heparina e foram
submetidos a eutanasia com a administracdo intravenosa rapida de cetamina. Em seguida,
0 tubo traqueal foi ocluido e o torax aberto para excluir a presenca de pneumotérax oculto,
confirmar a posicao dos cateteres vasculares e do tubo traqueal e coletar amostras para as
andlises histoldgicas e lavado broncoalveolar (BAL) da porcao esquerda do pulméo, e da
porcdo direita foram coletadas amostras para analises da capacidade antioxidante
pulmonar (TAP) e lesdo oxidativa do DNA (teste do cometa). A traqueia foi ligada com

cadarco, abaixo da porcdo terminal da canula traqueal. O bloco pulmao/coracdo foi
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removido e o pulmdo esquerdo foi lavado duas vezes utilizando aliquota de 15 mL/Kg de
salina. O fluido drenado foi coletado para analise do BAL.

Histologia pulmonar

Apobs a remocdo do pulmao esquerdo e lavagem com solucdo salina, o pulméo foi
embebido na solucdo de formol a 10%, por um periodo de fixacdo de 1 a 4 horas, em
seguida, foram realizados os cortes e esses fragmentos foram colocados nos cassetes para
permanéncia “overnight” no Processador de Tecidos de Bancada (Leica 1020).
Posteriormente, os tecidos foram corados com hematoxilina-eosina e examinados por
patologista, de forma cega e independente. Os achados histologicos foram medidos por
meio de alguns parametros de lesdo pulmonar, com um sistema de pontuacédo que avalia
cinco itens: neutréfilos no espaco alveolar; neutrofilos no espaco intersticial; membranas
hialinas; residuos proteicos que ocupam 0S espacos aéreos e espessamento do septo

alveolar, e em seguida, quantificadas (American Thoracic Society, 2011).

Contagem de células polimorfonucleares no fluido de lavagem pulmonar

Para avaliar a inflamacdo pulmonar foram contadas as celulas totais do BAL, o qual
foi coletado a partir da lavagem com solucdo salina da por¢éo esquerda do pulmao. Essa
analise foi realizada por meio da camara de Newbauer. O volume de lavado
broncoalveolar foi medido e centrifugado. As células obtidas por centrifugacdo foram
suspensas novamente em 1 mL de salina e depois diluidas 1:10 em solucéo de Turck para
contagem dos leucocitos. A contagem diferencial foi realizada em esfregaco da mesma
amostra de células, em laminas e foram coradas por corante pandtico. A fixacdo das

células em laminas foi realizada por meio de citocentrifugacao.

Procedimento com o sangue coletado

O sangue coletado foi transferido para tubos contendo EDTA. Esses tubos foram
colocados nas centrifugas e, apds centrifugacdo (2500 x g a 4°C por 10 minutos), o plasma
obtido foi armazenado em freezer a -80°C para posteriormente realizar dosagens da
concentracdo de carotenoides e TAP. O sangue destinado para a determinacdo de lesdes
oxidativas do DNA (teste do cometa) foi coletado em tubo com EDTA e imediatamente

processado.
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Anélise dos carotenoides presentes na dieta

A dieta foi analisada segundo descrito previamente (Ferreira et al., 2000). Para
cada 10 g de dieta, 5 mL de H,O foram adicionados e misturados por meio de movimentos
giratérios durante um minuto. A solugdo de extracdo [30 mL;
hexano/acetona/etanol/tolueno (50:35:30:35)] foi adicionada e misturada por um minuto,
seguido por 16 horas de repouso sob luz vermelha a temperatura ambiente; 4 mL de 40%
KOH metandlico e hexano (30 mL) foram adicionados e a mistura deixada no escuro a
temperatura ambiente. Apés 1 hora, 10% Na>SOs4 (30 mL) foi adicionado, agitado e
deixado no escuro a temperatura ambiente. Apds 1 hora, a camada de hexano coletada e
0 volume foram registrados. Aliquotas de 200 uL foram evaporadas completamente sob
N2 e o residuo dissolvido novamente em 100 uL etanol, vortexado e sonicado por 30
segundos. Aliquotas de 50uL do extrato final foram injetadas no sistema HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). Assim, para confirmar a ingestao de licopeno, a
afericdo foi feita no plasma, por meio desse método de cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

Analise do licopeno no plasma

Para anélise do licopeno foram utilizados 400 pL de plasma, 100 pL de padréo interno
(equinenona), cloroférmio/metanol CHCI3/CH3sOH (3mL; 2:1, v/v) e 500 pL de salina 8.5
g/L). Apds centrifugacdo (3000 rpm por 10 minutos) o sobrenadante foi coletado e
reservado. O hexano foi adicionado apds a coleta do sobrenadante. As camadas
cloroférmicas e hexanicas foram evaporadas sob nitrogénio e o residuo ressuspenso em
100 uL de etanol, vortexado e sonicado por 30 segundos e 50uL desta aliquota foram
utilizadas na analise pelo HPLC (Waters 2996 com detector de 340 nm para retindides e
450 para carotenoides). A fase movel utilizada foi metanol/metiltertbutiléter/ agua
(83:15:2, wvl/vlv, 15 g/L com acetato de ambnio em agua, solvente A) e
metanol/metiltretbutiléter/agua (8:90:2, v/v/v, 10 g/L com acetato de am6nio em agua,
solvente B). O fluxo foi de 1mL/ min sendo: 1) 100% de solvente A por 2 min. seguido
por 6 min. de gradiente linear com 70% de solvente A; 2) espera 3min. depois 10 min. de
gradiente linear com 45% solvente de A; 3) espera 2 min., depois 10min de gradiente
linear com 5% de solvente A; 4) espera 4 min. depois 2min. de gradiente linear voltando
para 100% de solvente A (Ferreira et al., 2007). Para a quantificacdo dos cromatogramas,

foi realizada a comparacdo entre as relacdes area da substancia/area do padrdo interno,
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obtidas na analise. Os valores das substancias da solucdo padrdo foram corrigidos por

seus coeficientes de extingdo molar.

Determinacéo da lesdo oxidativa do DNA no plasma

A lesdo oxidativa do DNA nos linfécitos (isolados imediatamente apds a coleta do
sangue) foi realizada pelo ensaio cometa que avalia 0s danos gerais e oxidativos no DNA,
de acordo com metodologia descrita previamente (Singh et al., 1988; Tice et al., 1991,
Collins et al., 1998; Ronchi et al., 2012). Trés tipos de lesdo de bases do DNA foram
avaliadas (SBs, purinas oxidadas e pirimidinas oxidadas). O tipo SBs (quebras de fita
simples e duplas do DNA em sitios alcali-1abeis) avalia a lesdo de bases do DNA de
amostras tratadas com solucdo tampdo. O tipo SBs determina as lesdes gerais
desencadeadas ou ndo por estresse oxidativo. O tipo purinas oxidadas foi avaliado
utilizando a enzima formamidopirimidina-DNA glicosilase (FPG), que cliva purinas
oxidadas. Enquanto que para o tipo pirimidinas oxidadas, foi utilizada a enzima
endonuclease 111 (endolll), que detecta pirimidinas oxidadas.

Resumidamente, aliquotas de 10uL de amostra foram adicionadas,
respectivamente, a 120uL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%). Cada uma das
aliquotas foi colocada sobre lamina previamente recoberta com camada de agarose de
ponto de fusdo normal (1,5%), coberta com laminula e colocada a 4°C, por 10 minutos,
para solidificacdo da agarose. Apos esse periodo, a laminula foi removida e a lamina
colocada em solucdo de lise gelada e recém preparada (2,5M NaCl, 100mM EDTA,
10mM Tris, pH 10, Triton X-100 a 1% e DMSO a 10%)por 2 horas. Apos, as laminas
foram lavadas em PBS (livre de Ca?" e Mg?*) por 5 minutos. O tratamento de ambas
enzimas foi realizado em diluicdo 1:1000 e as laminas permaneceram por 30 minutos em
estufa a 37°C para acdo da FPG e endolll, em seguida, resfriada a 4°C por 10 minutos.
As laminas foram transferidas para cuba horizontal de eletroforese, que foi preenchida
com tampdo alcalino gelado e recém preparado (ImM EDTA e 300mM NaOH, pH>13).
Ap0s periodo de 40 minutos para desespiralizacdo do DNA e expressdo dos sitios alcali-
labeis, a eletroforese foi conduzida a 25V por 30 min. Finalizada a eletroforese, as laminas
foram colocadas por 15 min. em solucédo de neutralizacdo (0,4M de Tris, pH 7,5), fixadas
com etanol absoluto, secas a temperatura ambiente e armazenadas a 4°C. No momento
da analise, as laminas foram coradas com 80ul de solucdo de syber Gold, cobertas com

laminulas, e os nucleoides visualizados em microscépio de fluorescéncia (aumento de
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400X) acoplado ao sistema de andlise de imagem (Comet Assay IV — Perceptive
Instruments, UK). O teste foi realizado em duplicata, cada passo foi realizado sob luz
indireta, com laminas codificadas e analisadas em teste cego, utilizando-se o parametro

“tail intensity” (% de DNA na cauda).

Determinacéao da leséo oxidativa pulmonar

O estresse oxidativo foi avaliado pelo método da TAP descrito por Aldini et al.
(Aldini et al., 2001). O método é baseado na oxidacdo de analogo lipofilico (probe)
denominado BODIPY [&c.4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno-3-undecandico] e por meio de um gerador de radical lipoperoxil (LOO) de
compartimento lipofilico denominado MeO-AMVN [2,2¢-azobis(4-methoxi-2,4-dimetil-
valero-nitrilo)]. A oxidagdo do BODIPY origina um produto de fluorescéncia verde que
pode ser detectado em Contador de Emissdo de Luz Fluorescente. O acido (BODIPY
581/591) foi fornecido pela Molecular Probes (Eugene, OR, USA) e MeO-AMVN, obtido
da Wako Chemicals (Richmond, VA, USA). As etapas do método séo detalhadas a seguir.

Preparacao dos lipossomas

Os fosfolipides foram dissolvidos em cloroformio e evaporados muito lentamente
sob baixo fluxo de nitrogénio, associado ao rolamento do frasco, objetivando obter
depdsito fino de um filme. Este filme foi reidratado com tampéao salina (PBS, 40 mM, pH
7,4) a uma concentracao de 2,5 mg de fosfolipide/mL, congelado e derretido por 3 vezes,
seguindo-se por sonicagdo (Branson Sonifer 450, Danbrrry, CT, USA) sob gelo por 30

segundos, por 3 vezes.

Efeito da lesdo pulmonar sobre a capacidade antioxidante total (TAP)

O método TAP foi aplicado para avaliacdo do estado antioxidante do pulméo.
Foram utilizados fragmentos de tecido pulmonar (porcao direita) para esta analise, o qual
foi quantificado comparando a AUC (area under the curve) relativa a cinética de oxidagédo
do BODIPY em relacdo a suspensdo do PC (fosfatidilcolina) usada como referéncia de
matriz lipidica (Beretta et al., 2006). Posteriormente, foi corrigido por grama de proteina
de tecido pulmonar e 0 método BCA foi usado para determinar a concentracao de proteina.

Como relatado por Ronchi et al., em nosso laboratorio, (Ronchi et al., 2011;
Ronchi et al., 2012), utilizamos 400 mg de tecido pulmonar para realizar a técnica. Foi

colocado 2mL de tampdo no tecido para homogeneiza-lo, utilizando apenas 200uL do
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sobrenadante formado. Apds, adicionar 200pL de PBS e 100uL de BODIPY, vortexando
gentilmente por 10 segundos a uma baixa velocidade, seguido por incubag&o em banho-
maria a 37°C. Apds incubacdo, PBS gelado (485 pL) foi adicionado e a solucdo foi
vortexada gentilmente por 10 segundos a baixa temperatura. O gerador de radical MeO-
AMVN (15 pL, concentracdo final de 2 mM) foi adicionado na mistura e vortexado
gentilmente. A oxidacdo da amostra do tecido foi monitorada por meio de produto de
oxidacao de fluorescéncia verde do BODIPY 581/591 (concentracédo final ex = 500, em
=520 nm, fenda 10 nm) usando um contador (Wallac Vitor 2, Perkin-Elmer, Boston, MA,
USA). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Variaveis analisadas
Protocolo com as varidveis que foram anotadas para cada animal estd anexado
apos as referéncias bibliograficas. Resumidamente, foram analisadas:
a) Variaveis hemodinamicas: frequéncia cardiaca e pressao arterial media;
b) Gasometria arterial: pH, PaO, PaCO, HCOs-, BE e Sa0y;
c) Pardmetros ventilatorios: pressdo inspiratOria; pressdo expiratoria final positiva,
fracdo inspirada de oxigénio, volume corrente, tempo inspiratério, frequéncia respiratoria,
pressdo media das vias aéreas e amplitude de presséo;
d) Mecanica pulmonar: complacéncia pulmonar estatica na VMC;
e) Dano oxidativo pulmonar: capacidade antioxidante total (TAP);
f) Lesd@o oxidativa do DNA: teste do cometa;
g) Indice para avaliar trocas gasosas: relacio PaO2/FiO2
h) Processo inflamatorio alveolar: contagem de polimorfonucleares no fluido do BAL;

i) Histologia

Anélise estatistica

Variaveis com distribuicdo normal foram comparadas entre os diversos grupos
experimentais por meio de Analise de Variancia (ANOVA), com subsequentes
comparacdes mdaltiplas entre pares por meio do teste de Student-Newman-Keuls.
Variaveis de distribuicdo ndo normal foram comparadas entre os diversos grupos por
meio de ANOVA de Kruskal-Wallis, com subsequentes comparacdes pelo teste de Dunn.
A analise do comportamento de uma variavel ao longo do tempo foi realizada pela analise

de medidas repetidas de Friedman, com compara¢6es posteriores pelo método de Dunnett.
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Foi utilizado nivel de significAncia de 5%. O programa estatistico utilizado para o
armazenamento e analise dos dados foi o SigmaPlot 11.0.

4. Resultados

A concentragdo sérica do licopeno esta apresentada na Tabela 1. A anélise dos
resultados mostrou que a suplementacdo com o licopeno aumentou significantemente as

concentragdes plasmaticas.

Tabela 1. Concentragdo plasmatica do licopeno (ug/dL)

GRUPO SEM SUPLEMENTACAO COM SUPLEMENTACAO
GVMC 0 1,272
GVAF 0 1,024

BASAL (GBL/GBLL) 0 1,039

Os dados estdo expressos em média. GVMC: grupo ventilacdo mecéanica convencional; GVAF:
grupo ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia; Basal: correspondendo aos grupos GBL (grupo
baseline sem licopeno) e GBLL (grupo baseline com licopeno). p<0,05

Os grupos mostraram-se homogéneos quanto ao peso corporal dos animais
(2,6%0,2 kg) e ao nimero de lavagens necessarias para a inducdo da lesdo (média de 6
lavagens/grupo).

Comparando-se 0s momentos antes e depois da inducdo da lesdo pulmonar, em
cada grupo, em relagdo a PaO/FiO2 e quanto a complacéncia pulmonar estatica, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos. Ao contrario, comparando 0s momentos, antes
e depois da lesdo pulmonar em cada grupo, houve piora significante da oxigenacao e
também diminuicdo da complacéncia pulmonar estatica em todos os grupos apds a

inducdo da lesdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacdo dos momentos antes e depois da lesdo pulmonar em cada grupo

quanto a relacdo PaO,/FiO2 e complacéncia pulmonar estética.
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Da mesma forma, hemodinamicamente, ndo houve diferenca estatistica quanto a
pressao arterial média (PAM) quando foram comparados 0s momentos antes e depois da
inducdo da leséo pulmonar e os grupos, indicando homogeneiza¢do dos grupos e o
controle rigoroso dessa variavel, utilizando quando necessario, drogas vasoativas.

Depois da inducdo da lesdo pulmonar, no momento TO (Figura 2), 0s grupos
evoluiram com hipoxemia significante em relacdo ao inicio do experimento. Apds 4
horas de VM, os grupos tratados com VOAF, com e sem licopeno, e o grupo sob VMC
protetora com licopeno, apresentaram melhora significante em relagcdo ao grupo VMC
protetora sem suplementacgdo, com relagdo de PaO./FiO, semelhante aos momentos antes
da inducéo da leséo pulmonar e em relagdo ao GC, como mostra a figura 2.

Além disso, os grupos GC, VAF e VAFL diferem estatisticamente dos grupos
VCML e VMC no tempo 30.
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Figura 2. Evolucéo da relacdo PaO./FiO, no periodo experimental de 4 horas. Houve diferenca
significativa entre o GC, GVAFL, GVAF, GVMCL quando comparado com GVMC no tempo
T0. No momento T240 a diferenca estatistica esteve entre 0 GVMC e 0s demais grupos.
PaO./FiO.: Relacdo entre a pressdo parcial de oxigénio e fracdo inspirada de oxigénio; LP: lesdo
pulmonar; GVMC: grupo ventilagdo mecénica convencional sem suplementacdo; GVAF: grupo
ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia sem suplementagdo; GVMCL: grupo ventilagdo
mecénica convencional suplementado com licopeno; GVAFL: grupo ventilagao oscilatdria de alta
frequéncia suplementado com licopeno. Testes estatisticos: ANOVA de medidas repetidas em
grupos independentes complementada com o teste de comparacGes multiplas de Bonferroni.
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A contagem de neutrdfilos no BAL mostrou que os grupos GVMCL e GVAFL,
ou seja, 0s animais que foram suplementados com licopeno, apresentaram valores
significantemente menores em comparagdo com 0s animais sem suplementagdo, como

ilustrado na figura 3.
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Figura 3. Porcentagem de neutrofilos no fluido do lavado broncoalveolar (BAL). Os grupos
GVMC (76,5+17,5) e GVAF (22+38) nao diferem entre si. Os grupos GVMCL (2+1,5) e GVAFL
(5,5£7,5) também ndo diferem entre si. Porém ‘a’ apresenta valores maiores comparados com ‘b’.
GVMC: grupo ventilacdo mecanica convencional sem suplementacdo; GVAF: grupo ventilacdo
oscilatoria de alta frequéncia sem suplementacdo; GVMCL: grupo ventilagdo mecénica
convencional suplementado com licopeno; GVAFL: grupo ventilagdo oscilatéria de alta
frequéncia suplementado com licopeno. Teste estatistico: técnica da andlise de variancia nao
paramétrica de Kruskal-Wallis complementada com o teste de comparaces multiplas de Dunn.
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O grupo controle e os grupos suplementados com licopeno (GVAFL e GVMCL)
apresentaram escore de lesdo histolégica significantemente menor quando comparados

com os grupos sem suplementacdo (figuras 4 e 5).
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Figura 4. Escore de lesdo histopatoldgica no tecido pulmonar. Os dados sdo apresentados na
forma de boxplot e seus valores de mediana. Os grupos GC: 0,031 (0,01;0,09), GVAFL.: 0,025
(0,01;0,03) e GVMCL.: 0,082 (0,04;0,16) apresentaram valores significativamente menores
diferindo do GVMC: 0,30 (0,24;0,38), porém o GVAF: 0,121 (0,10;0,13) ndo difere
estatisticamente dos grupos anteriores, ao nivel de significancia de 5%. GC: grupo controle;
GVMC: grupo ventilacdo mecanica convencional sem suplementacdo; GVAF: grupo ventilacdo
oscilatoria de alta frequéncia sem suplementacdo; GVMCL: grupo ventilagdo mecanica
convencional suplementado com licopeno; GVAFL: grupo ventilagdo oscilatéria de alta
frequéncia suplementado com licopeno. Teste estatistico: ANOVA ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis complementada com o teste de comparacges multiplas de Dunn.
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Figura 5: Imagens de amostras representativas de areas pulmonares do grupo controle (GC),
grupo ventilacdo mecénica convencional com suplementacdo (GVMCL), grupo de ventilacdo de
alta frequéncia com suplementacéo (GVAFL) grupo ventilagdo mecénica convencional (GVMC),
grupo de ventilagdo de alta frequéncia (GVAF). Os dados sdo apresentados como mediana
(intervalo interquartilico). ANOVA Kruskal-Wallis, com comparagdes subsequentes pelo

teste de Dunn.
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Quanto ao estresse oxidativo, avaliada pela TAP no tecido pulmonar, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos, como mostra a figura 6.
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Figura 6. Protecdo pulmonar determinada pela capacidade antioxidante total no tecido pulmonar,
para 0s grupos experimentais. GC: grupo controle; GVMC: grupo ventilacio mecanica
convencional sem suplementacdo; GVAF: grupo ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia sem
suplementacdo; GVMCL.: grupo ventilagdo mecanica convencional suplementado com licopeno;
GVAFL.: grupo ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia suplementado com licopeno. Teste
estatistico: técnica de analise de variancia para o0 modelo de um fator complementada com o teste
de comparacdes multiplas de Tukey; p>0,05
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A analise dano do DNA nos linfécitos ndo evidenciou diferenca significativa
comparando os grupos entre os diferentes modos de ventilagdo. Entretanto, houve
diferenca estatistica comparando os animais sob ventilacdo convencional protetora com
e sem suplementacdo de licopeno. O dano do DNA foi significativamente mais baixo nos
animais suplementados com licopeno (GVMCL: 29,71+9,21 < GVMC: 56,07+14,39;

p<0,05), como mostra a figura 7.
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Figura 7. Dano do DNA nos linfdcitos, avaliado pela porcentagem de DNA na cauda (teste do
cometa - tail intensity). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo. *:p<0,05
comparando GVMC com GVMCL. GC: grupo controle; GVMC: grupo ventilagdo mecanica
convencional sem suplementacdo; GVAF: grupo ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia sem
suplementacdo; GVMCL.: grupo ventilagdo mecénica convencional suplementado com licopeno;
GVAFL.: grupo ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia suplementado com licopeno. Teste
estatistico: técnica de analise de variancia para 0 modelo de um fator complementado com o teste
de comparacGes multiplas de Tukey.
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5. Discussdo

Inimeros beneficios do licopeno j& sdo conhecidos (Rao e Agarwal, 2000;
Minorsky, 2002), como por exemplo atividade antiinflamatdria e capacidade antioxidante.
Mesmo sendo considerado um dos melhores carotenoides, por sua capacidade de atuar
como captadores de radicais livres (Del Giudice et al., 2016), ainda h& poucos estudos
que tenham avaliado o papel do licopeno na leséo pulmonar aguda experimental.

Recentemente, o grupo evidenciou a presenga de EO em modelo experimental de
LPA, demonstrando maior defesa antioxidante e menor dano no DNA nos grupos tratados
com VOAF (Ronchi et al., 2012). Conhecendo os efeitos protetores desse modo
ventilatério ndo convencional sobre o metabolismo oxidativo da SDRA, bem como o
potente papel antioxidante do licopeno, consideramos que o licopeno pudesse exercer
efeito protetor em modelo experimental de LPA induzida em coelhos.

Em estudos anteriores, clinicos e experimentais, foi demonstrado que a VOAF
melhora mais rapidamente a oxigenacéo quando comparada com a VMC (Ben Jaballah,
2006; Derdak, 2002; Ronchi, 2011). No presente estudo, observamos que os animais
previamente suplementados com licopeno e que estavam sob VMC apresentaram
oxigenacdo equivalente aos animais submetidos a VOAF, demonstrando que a
administracdo do licopeno melhorou a oxigenacdo de forma semelhante nos grupos,
independentemente do modo ventilatorio empregado. Além disso, o grupo VMCL
apresentou rapida recuperacdo, revertendo a hipoxemia apos a inducao da lesdo, mesmo
comportamento apresentado pelos animais ventilados com VOAF. Em vista da auséncia
de estudos até 0 momento, nossos resultados ndo podem ser comparados.

Interessante observar que a suplementagdo de licopeno ndo mostrou vantagem
adicional em relacdo a oxigenacao ao final do experimento entre os grupos sob VOAF
(GVAF e GVAFL), evidenciando que esse tipo de ventilacdo alcanca beneficios
consistentes por si so.

O estudo ANTIOZ avaliou a suplementacéo de licopeno em relacdo aos efeitos da
exposicdo do pulméo ao ozdnio. Por meio de ensaio clinico randomizado, relatou-se que
houve melhora da funcdo pulmonar nos individuos que ingeriram suco de vegetais em
comparacdo ao grupo placebo, protegendo, assim, o pulméo contra efeitos adversos do
gas (Samet et al., 2001). Esses resultados poderiam ser explicados pela acdo do licopeno
presente nos fluidos do revestimento epitelial do pulméo, bem como dentro das células,

fornecendo niveis adicionais de protecdo (Arab et al., 2002).
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Em nosso estudo, avaliamos a inflamacdo por meio da contagem de células
polimorfonucleares (PMN), no fluido do BAL, evidenciando que o0s animais
suplementados com licopeno apresentaram nimero de PMN estatisticamente menores em
relagcdo aos animais dos grupos VAF e VMC (sem suplementacdo). Em estudo recente
do nosso grupo (Fioretto et al., 2017), comparamos a contagem de neutréfilos entre trés
grupos de animais com lesdo pulmonar aguda: 1) grupo controle sem lesdo pulmonar e
sob VMC,; 2) animais com lesdo pulmonar ventilados com VOAF e 3) animais sob VMC
protetora. Os coelhos dos grupos com leséo pulmonar foram mantidos em posic¢ao prona.
N&o obtivemos diferenca estatistica entre 0s grupos com lesdo pulmonar, porém esses
animais apresentaram valores estatisticamente maiores quando comparados ao grupo
controle. Sugerimos, avaliando o conjunto dos achados no estudo atual e do anterior, que
o licopeno diminuiu a inflamagéo pulmonar.

Confirmando o papel antiinflamatério do licopeno, Bae et al. avaliaram o papel
protetor do carotenoide em células endoteliais primérias de veias umbilicais humanas
ativadas por lipopolissacarides (LPS). O estudo demonstrou inibicdo das respostas
proinflamatdrias induzidas por LPS com o licopeno e aumento da integridade da barreira
alvéolo capilar a partir de um estagio anterior a agressao.

Ao longo dos ultimos anos, estudos evidenciaram a associacdo de EO nas doengas
graves em pacientes criticos. (Koekkoek e van Zanten, 2016). Tal fato ocorre
especialmente devido a diminuicdo da perfusdo tecidual com aumento da quantidade de
oxidantes presentes no organismo (Goodyear-Bruch e Pierce, 2002).

De acordo com alguns estudos epidemiologicos, ha associacdo da ingestdo de
carotenoides, especialmente o licopeno e o b-caroteno, estabelecendo-se associacao entre
maiores concentracdes dos carotenoides nos tecidos e baixo risco de doencas. 1sso ocorre
principalmente pelas propriedades antioxidantes do licopeno, porém outros mecanismos
podem ser destacados, como por exemplo regulacéo do crescimento celular e modulacao
da expressdo génica e da resposta imune (Rao e Rao, 2007).

Em nosso estudo, os grupos suplementados (GVAFL e GVMCL) apresentaram
menor dano histoldgico no tecido pulmonar quando comparados aos animais sem
suplementacdo. Até onde constatamos, ndo ha relatos na literatura que tenha avaliado o
dano histolégico pulmonar relacionado a suplementacdo de licopeno na lesdo pulmonar
aguda experimental.

Curiosamente, nossos resultados mostraram que a suplementacédo do licopeno e a

utilizagdo da VMC protetora leva a beneficios bioquimicos e histopatologicos similares
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aqueles exibidos pela utilizacdo isolada da VOAF em modelo experimental de lesdo
pulmonar (Arab et al., 2002; Fioretto et al, 2009).

Neste estudo, a analise do dano no DNA demonstrou quebras da cadeia de DNA.
O GVMC suplementado com licopeno apresentou dano significantemente menor em
relagdo ao grupo sem suplementacéo, no mesmo modo ventilatorio. Esse resultado sugere
que a suplementacdo de licopeno pode ser uma terapia adjuvante adicional a VMC
Protetora (Hemmila e Napolitano, 2006). Até onde constatamos, ndo ha relatos na
literatura que tenha avaliado o dano histolégico pulmonar quanto a suplementacéo de
licopeno na SDRA.

Embora haja muitos estudos avaliando os desfechos da SDRA grave bem como o
avancgo nos tratamentos, com énfase na ventilagdo mecanica (Mireles-Cabodevila, 2016;
Davies, 2016) e posi¢do prona (Gattinoni, 2013; Guérin, 2013; Marini, 2016), ainda ha
poucos estudos abordando a relacdo entre o licopeno e a prote¢édo oxidativa nos pulmaes.
Igualmente, h& poucos estudos que tenham avaliado a dosagem de antioxidantes a serem
administrados em pacientes criticos, tal como a dose ideal para diferentes tipos de terapias
nutricionais, como a nutricdo enteral e a parenteral.

O tomate, fonte natural de carotenoides, € um dos frutos mais consumidos no
mundo (Del Giudice et al.,, 2016) e que apresenta caracteristicas bioquimicas bem
definidas (Arab et al., 2002) com papel bioldgico importante na prevencédo e tratamento
de sindromes graves. Porém, é importante ressaltar que a absorc¢éo do licopeno a partir de
fontes alimentares depende de fatores como temperatura e tempo de cozimento, além da

presenca de lipidios ou compostos lipossoltveis (Rao e Rao, 2007).

Limitac6es do estudo

Uma das limitacdes desse modelo de lesdo pulmonar é o tempo de duracdo do
experimento, limitado a quatro horas, em vista da viabilidade dos coelhos. A limitacdo de
tempo de exposicao aos diferentes modos ventilatorios poderia ter impedido a expressao
completa dos efeitos do licopeno. Além disso, os animais ficaram submetidos a FiO de
1,0 durante esse periodo, fator potencialmente causador de lesdes no parénquima
pulmonar com interferéncia no metabolismo oxidativo. Porém, foi utilizada a mesma
concentracdo de oxigénio para todos 0s grupos pelo mesmo tempo, possivelmente

excluindo variagdes entre os eles devido a toxicidade de oxigénio similar.
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5. Conclusoes

A suplementagdo com licopeno reduz o nimero de células inflamatorias e a leséo
histopatolégica pulmonar, independentemente do modo ventilatério associado. Além
disso, o licopeno pode auxiliar na melhora da oxigenacéo e na reducéo do dano ao DNA
quando associada a VMC protetora em comparagdo ao uso isolado da VMC protetora.
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Anexos

CONTROLE DURANTE A INDUCAO DE SDRA

Grupo de estudo:
Data:
Animal ne: Peso:

Volume Infundido:

Hora

Pré-

a a
inducao 52 lav. | 82lav.

N® lavagens

VC (ml/kg)

MAP

P insp.

Peep 5 5 5 5 5

FR

FC

PAM

PaO,

P&Oz/FiOz

PaCO;

BE

10

Bic

Compl. Estatica

pH

Saturacgao

Temperatura

Pancurdénio
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CONTROLE DAS LAVAGENS

12 | 22 | 3@ | 43 | 52 | 62 | 72 | 82 | 92 | 102 | 112 | 122 | 132 | 142 | 152 | 162

Infundido

Retirado
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Hora

Tempo
(minutos)

30

60

90

120

150

180

210

240

PEEP

10

10

10

10

10

10

PIP

VC insp

MAP

FR

FC

PAM

pH

PaCO,

PaO,

P&Oz/FiOz

10

Complacéncia

Pausa Ins Manual

Saturacéao

Temperatura

Pancurénio

Peso do pulméo
direito (Q)

0= [(FIO2x MAP) / PaO2] x 100




Para utilizar com Ventilagdo Oscilatdria de Alta Frequéncia:
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Hora

Tempo
(minutos)

30

60

90

120

150

180

210

240

Amplitude

22

MAP

15

FR

FC

PAM

pH

PaCoO,

PaO-

P&Oz/FiOz

10

Saturacao

Temperatura

Pancurdénio

Peso do pulméo
direito (g)
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