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RESUMO

A obesidade estad aumentando de forma epidémica em todo 0 mundo e a mesma possuli
efeito profundo na fisiologia da respiracdo, estando associada com estado de crénica
inflamac&o sistémica, que pode promover a hiper-reatividade das vias aéreas. Para estudar os
processos que ocorrem nas vias aéreas, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a
resistividade das vias aéreas de camundongos da linhagem Swiss induzidos a obesidade.
Como metodologia foi realizada a analise dos efeitos da inducéo da obesidade pelo modelo de
reducdo de ninhada; mecénica respiratdria para analisar a resistividade do sistema respiratorio
pela mensuracdo das variaveis: elastancia tecidual (Htis), das resisténcias dos pulmdes (Gtis)
e das vias aéreas (Raw) € histeresividade (n); analise morfométrica do tecido pulmonar para
quantificar as células inflamatérias e os alvéolos normais, colapsados e hiperinsuflados;
quantificacdo das proteinas colageno Il e elastina dos animais da ninhada normal e reduzida
por meio da técnica do Western Blot, para verificar a presenca de remodelamento. De acordo
com os resultados obtidos foi possivel constatar a eficAcia do modelo de inducéo, pois houve
aumento do peso corporal, do indice de Lee e da massa de gordura periepididimal e
retroperitoneal. Com relacdo & mecénica pulmonar, ndo houve diferenca entre os grupos para
os valores basais, apds a administracdo de salina (Sal) e metacolina (MCh), nos parametros
Raw, Gtis, Htis e . Frente ao desafio com salbutamol (Salb), apenas o 1, que representa
relacdo entre dissipacdo e conservacdo de energia nos tecidos pulmonares, apresentou
diferenga entre os grupos, sendo maior no grupo ninhada reduzida. Esse resultado pode ser
atribuido a heterogeneidade acarretada pela broncoprovocacdo e a diminui¢do da resposta a
broncodilatadores promovida pela inflamacéo e pela alteracdo da matriz extracelular. Houve
diminuicdo de alvéolos normais e aumento do colapso alveolar, que pode acarretar aumento
da viscoelasticidade pulmonar e heterogeneidade apresentada pelo mesmo o que também pode
ser atribuido a presenca do aumento de colageno Il e diminuigcdo da elastina, encontrados
neste estudo. Essa alteracdo do conteudo de fibras coldgenas e elasticas sugere um processo
de remodelamento. Houve aumento de células inflamatorias mononucleares e
polimorfonucleares o que indica presenca de processo inflamatorio, que também pode auxiliar
no processo de remodelamento e desencadear hiper-responsividade. Portanto, a obesidade
acarretou aumento de celulas inflamatorias, alteracdes na matriz extracelular do parénquima

pulmonar e colapso alveolar nos animais da ninhada reduzida, porém ndo houve modificacdo



nos parametros Ray, Gtis, Htis da mecénica pulmonar entre 0s grupos e no parametro n houve
diferenca apds a administracdo do salbutamol, demonstrando que ndo houve alteracdo da

responsividade.

Palavras chave: Obesidade. Elastina. Colageno Ill. Resisténcia das Vias

Respiratdrias.



ABSTRACT

Obesity is increasing in epidemic form throughout the world and it has a profound
effect on the physiology of respiration and is associated with a state of chronic systemic
inflammation, which can promote the hyperreactivity of the airways. To study the processes
that occur in the airways, this study aimed to evaluate the resistivity of the airways strain
obesity induced Swiss mice. We analyzed the effects of induction of obesity by reducing litter
model; respiratory mechanics, to analyze the resistivity of the respiratory system by: tissue
elastance (Htis), the resistances of the lungs (Gtis) and airway (Raw) and histeresividade (1),
morphometric analysis of lung tissue for quantification of inflammatory cells and normal,
collapsed and hyperinflated alveoli; quantification of the proteins collagen type Il and elastin
in animals normal and litter reduced by the technique of Western Blot to verify the presence
of remodeling. According to the obtained results it can be seen that the induction model was
effective because there was an increase in body weight, Lee index and mass periepididymal
and retroperitoneal fat. With respect to lung mechanics, there was no difference between
groups for baseline values after administration of saline (Sal) and methacholine (MCh) in
Raw, Gtis, Htis and n parameters. Upon salbutamol (Salb) challenge, only the n, which
represents a relationship between dissipation and energy conservation in the lung tissues,
differed between groups, being higher in reduced litter group. This result can be attributed to
heterogeneity entailed by bronchial provocation and diminished response to bronchodilators
promoted by inflammation and alterations of the extracellular matrix. There was a decrease in
normal alveoli and alveolar collapse increases, which can lead to an increased heterogeneity
of lung and viscoelasticity for the same which can be attributed to the presence of increased
and decreased collagen 11, elastin, found in this study. This change of the content of collagen
and elastic fibers suggests a remodeling process. There was an increase of mononuclear and
polymorphonuclear inflammatory cells indicating the presence of inflammation, which can
also aid in the remodeling process and lead to hyper- responsiveness. Therefore, obesity
caused increase in inflammatory cells, changes in the extracellular matrix of the lung
parenchyma and alveolar collapse in animals reduced litter, but there was no change in Rau,
Gtis, Htis parameters of pulmonary mechanics between groups and the parameter n was no
difference after administration of salbutamol, demonstrating that there had no change in

responsiveness.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca endocrino-metabolica cronica de origem multifatorial e de
repercussao negativa na qualidade de vida, sendo considerada um importante problema de
salde publica. Em geral desenvolve-se em consequéncia de um desequilibrio energético, onde
0 ganho é maior que o gasto de energia, podendo estar associado ao estilo de vida baseado na
inatividade fisica, consumo excessivo de alimentos ricos em carboidratos e gordura e também
nas influencias bioldgicas e genéticas do individuo, que contribuem para excesso da massa de
tecido adiposo em relacdo a massa magra, que pode ocorrer de modo regional ou generalizado
(VEJA, 2002; CALLE & KAAKS, 2004; HILL, 2006).

A obesidade é um conhecido fator de risco para o diabetes mellitus tipo 2, hipertensao,
aterosclerose e algumas formas de céncer, tanto em seres humanos quanto em ratos, e parece
predispor a hiper-responsividade das vias respiratorias, sendo considerada um fator de risco
para a asma (WEISS & SHORE, 2004; LI; BOWERMAN; HEBER, 2005). A medicédo de
hiper-responsividade das vias aéreas é executada utilizando-se testes inalatorios padronizados
com agonistas constritores, comumente histamina ou metacolina (MCh), que atuardo nos
receptores muscarinicos presentes nas vias aéreas. Outro estimulo possivel é por meio da
administragdo de agonistas [,-adrenérgicos, com o objetivo de analisar o relaxamento da
musculatura lisa e retorno da funcéo pulmonar.

As alteracOes na fisiologia respiratoria em decorréncia da obesidade podem ser devido
as modificacdes na funcdo do masculo liso das vias aéreas por fatores atribuiveis a
diminuicdo da capacidade residual funcional e diminuigdo do volume corrente que séo
observadas nos obesos. Estdo relacionadas também a mudancas no desenvolvimento dos
pulmdes, inflamacdo sistémica cronica (incluindo aumento dos niveis de citocinas
inflamatdrias e quimiocinas) e fatores derivados do adipdcito, incluindo adiponectina e leptina
(SHORE & FREDBERG, 2005).

Fatores como aumento da massa da parede abdominal e do térax em obesos provocam
menor capacidade residual funcional normal, porque o volume do pulméo é um dos principais
determinantes do didmetro das vias aéreas, portanto, é provavel que as mudancas relacionadas
a obesidade na capacidade residual funcional relaxem o musculo liso das vias respiratorias e,
assim, permitam encurtar excessivamente quando ativado (FREDBERG, 2000). Outro fator é

a acdo de respiracdo esponténea que impfe uma forca no musculo liso das vias aéreas,



20

podendo ser um potente agente broncodilatador (GUMP; HAUGHNEY; FREDBERG, 2001).
O individuo obeso respira em frequéncias mais altas, mas em volume corrente
substancialmente menor em comparacdo ao individuo magro e como resultado, este
mecanismo broncodilatador causado pela respiracdo espontanea é comprometido e predispde
para 0 aumento da responsividade das vias aéreas em compara¢do com o individuo magro
(SHORE & FREDBERG, 2005). Embora tais considera¢fes mecénicas desempenhem um
papel na relacdo entre a obesidade e a asma, outros fatores podem estar envolvidos porque a
capacidade de resposta das vias aereas estd aumentada em ratos na obesidade em comparacao
com 0s magros, mesmo guando a carga mecanica € retirada pela abertura da parede do torax e
o volume corrente é fixado durante a ventilacdo artificial (SHORE et al., 2003).

Outra explicacdo para a influéncia da obesidade na fun¢do do musculo liso das vias
respiratorias € quanto as diferencas na anatomia do pulméo e vias aéreas. Em criancas a carga
mecanica de obesidade pode afetar o crescimento do pulmao, desencadeando reducdo na
funcéo pulmonar, um fator de risco conhecido para a asma. Obesidade também pode acarretar
uma remodelacdo mais acelerada das vias aéreas com cada exacerbacdo da asma (SHORE et
al., 2003).

O microambiente inflamatdrio juntamente com a obesidade também pode influenciar
na funcdo do musculo liso das vias aéreas. Em individuos obesos, mesmo na auséncia de um
evidente insulto inflamatoério, ha inflamacdo sistémica de baixo grau originada do tecido
adiposo e caracterizada por aumento de leucdcitos circulantes e o aumento dos receptores de
citocinas e das concentracdes sericas de citocinas, quimiocinas e proteinas de fase aguda
(RAJALA & SCHERER, 2003; NAWROCKI & SCHERER, 2004). A resposta inflamatoria é
caracterizada por alteracdo da permeabilidade endotelial e recrutamento de células
inflamatdrias dos sistemas fagociticos mononuclear (macrofagos) e polimorfonuclear
(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) (DALE; BOXER; LILES, 2008).

Todos estes fatores podem promover a alteracGes no sistema respiratorio conduzindo a

uma maior responsividade das vias aéreas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apls uma breve exposicdo sobre Obesidade, segue informagdes mais detalhadas

existentes na literatura sobre o tema.

2.1 OBESIDADE

2.1.1 Definicao

A obesidade é uma doenca metabdlica crénica que tem se tornado muito comum no
mundo (FORMIGUERA & CANTON, 2004). E definida pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS) como "acimulo anormal ou excessivo de gordura que pode prejudicar a saude", que
pode afetar quase todos os 6rgdos e tecidos do corpo (LEAN; LARA; HILL, 2006). E
classificada pelo indice de massa corporal (IMC, kg/m?) que é correlacionado com a gordura
do corpo e é, portanto, uma medida util na avaliacdo clinica e estudos epidemioldgicos
(MCCLEAN et al., 2008).

2.1.2 Prevaléncia

A prevaléncia mundial da obesidade tem aumentado ao longo das Gltimas décadas,
atingindo proporcdes epidémicas e associando-se cada vez mais com aumento da mortalidade
(OGDEN et al., 2007). Ela varia de 5% na China, Japdo e alguns paises africanos a 75% em
algumas das ilhas da Polinésia. Na Europa, a prevaléncia triplicou nas Gltimas duas décadas.
O aumento das taxas de obesidade infantil sdo particularmente alarmantes, pois padrdes de
dieta e exercicio desenvolvidos na infancia séo dificeis de mudar, o que torna a obesidade
infantil um forte fator de risco para a obesidade adulta, estando associada a maior chance de

morte prematura e de incapacidade na vida adulta (MCCLEAN et al., 2008).
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O Brasil tem taxas de envelhecimento mais rapida da popula¢do e com o aumento da
idade pode haver profunda mudanca na composicdo corporal, caracterizada pelo aumento da
gordura e diminuicdo da massa livre de gordura (composta pelo tecido muscular, tecido 6sseo
e agua) (EVANS, 1992). O aumento do comportamento sedentario e mudancas de habitos
alimentares e estilo de vida, associado ao aumento da renda, tem levado a mudanca nos perfis
de peso da populacdo brasileira, resultando em aumento da obesidade em mulheres de nivel
socioecondmico mais baixo e decréscimo nas mulheres de nivel socioeconémico mais alto nas
regidbes mais desenvolvidas. Nos homens, essa variacdo foi apenas menos intensa, sem
diminuicdo nos estratos de maior nivel socioeconémico (VELASQUEZ-MELENDEZ;
PIMENTA,; KAC, 2004; MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2007; RTVELADZE et al., 2013).

2.1.3 Fisiopatologia

O tecido adiposo é o principal reservatorio energético do organismo. E dividido em
tecido adiposo marrom (especializado na producdo de calor — termogénese - onde participa
ativamente do controle da temperatura corporal) e tecido adiposo branco (conhecido por sua
capacidade de armazenar energia na forma de triacilglicerol e como 6rgdo endocrino)
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Existem dois principais tipos de tecido adiposo branco: subcutaneo e visceral. O
subcutaneo esta localizado entre a pele e o musculo, e o visceral estd localizado dentro das
cavidades do corpo, primariamente na cavidade abdominal. Os adipécitos viscerais sdo mais
metabolicamente ativos que os subcutaneos, possuem alta atividade lipolitica provocando
liberacdo de grande quantidade de acidos graxos livres, e sdo os principais responsaveis pelos
problemas associados com a obesidade. Assim, com evidéncias aumentadas dos riscos a saude
associados com o acumulo de gordura abdominal (visceral), duas medidas da adiposidade
central, a razdo cintura-quadril e, mais recentemente, a medida da circunferéncia da cintura,
tém sido comumente usadas em estudos epidemioldgicos (CALLE & KAAKS, 2004). O valor
do IMC também é muito utilizado, por ser um critério aceito mundialmente para classificar
sobrepeso ou obesidade.

A obesidade tem papel importante no desenvolvimento da sindrome metabdlica e tem

sido identificada como fator de risco importante para doengas crénicas, tais como diabetes
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mellitus tipo 2 e as doencas cardiovasculares (JUBBER, 2004). No sistema respiratorio, a
obesidade estd associada a uma grande variedade de condic¢des, incluindo sindrome de
hipoventilacdo da obesidade, embolia pulmonar, pneumonia de aspiracdo, apneia obstrutiva
do sono (KOENIG, 2001). Evidéncias sugerem também associacdo entre obesidade e asma, e
uma potencial ligacéo entre obesidade e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), embora
pouco se saiba a respeito dos mecanismos desta associacdo (FRANSSEN et al., 2008).

Estudos longitudinais tém demonstrado que o aumento do peso corporal pode conduzir
a reducdo da funcdo pulmonar, estando a distribuicdo de gordura corporal associada com 0s
efeitos metabdlicos da obesidade. Os efeitos mecanicos da obesidade do tronco explicam, em
parte, as reducGes na complacéncia da parede toracica, na forca muscular respiratdria, no
tamanho das vias aéreas periféricas, funcdo e volumes pulmonares encontradas em individuos
obesos e que podem conduzir a maior resisténcia das vias aéreas durante a respiracdo corrente
(MCCLEAN et al.,, 2008; FARAH et al., 2011). A gordura abdominal pode alterar as
caracteristicas de pressao e volume do térax e limitar a descida do diafragma, limitando assim
a expansdo do pulmé&o. Esta reducdo da ventilacdo nas bases pulmonares pode provocar o
colpaso de unidades pulmonares periféricas, anormalidades no volume de sangue nos pulmdes
e na relacdo de ventilacdo/perfusdo e hipoxemia arterial, especialmente na posicdo supina
(MCCLEAN et al., 2008). Varios motivos podem ocasionar estas alteracdes em individuos
obesos, incluindo compressdo por gordura e infiltracdo do térax ou o aumento do volume de
sangue do pulméo (SIN; JONES; MAN, 2002).

A obesidade pode promover ineficiéncia muscular respiratéria e criar aumento da
demanda para ventilagio (PARAMESWARAN; TODD; SOTH, 2006). Juntamente com todas
estas modificaces na fisiologia pulmonar, pacientes obesos também desenvolvem respiracao
superficial, com reducdo nos volumes pulmonares, especialmente o volume de reserva
expiratério, aumento do trabalho respiratorio e menor capacidade vital forcada (CVF) e
residual funcional (CRF) (DELGADO; BARRANCO; QUIRCE, 2008; MCCLEAN et al.,
2008; FARAH et al., 2011). Esta reducdo nos volumes pulmonares estd associada a
diminuicdo no diametro das vias aéreas periféricas, que pode conduzir a alteragdes na fungao
do masculo liso brénquico. Isto, por sua vez, conduz a alteragdo do ciclo de ponte cruzada
actina-miosina, que pode potencialmente aumentar tanto a obstrugdo, quanto a hiper-
reatividade bronquica (HRB) (DELGADO; BARRANCO; QUIRCE, 2008).
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2.1.4 O tecido adiposo e inflamacao

A resposta inflamatoria que esta muitas vezes presente na obesidade parece ser
desencadeada e reside predominantemente no tecido adiposo (FRANSSEN et al., 2008).
Deste modo, as células de gordura agem como um tipo de célula do sistema enddcrino,
considerando-se, portanto, o tecido adiposo como um 6rgdo enddcrino e metabolico que pode
alterar a fisiologia de outros tecidos (RAJALA & SCHERER, 2003).

A obesidade central pode conduzir ao desequilibrio na producéo de varios produtos
metabdlicos e uma variedade de adipocinas, que exercem diferentes fun¢des no controle
fisioldgico do organismo (RAJALA & SCHERER, 2003). O tecido adiposo visceral parece
influenciar as concentracdes circulantes de interleucina-6, fator de necrose tumoral-a,
resistina, acidos graxos livres, leptina e adiponectina. A adiposidade € uma condi¢éo crénica
inflamatoria de baixo grau e esté ligada a resisténcia a insulina, obesidade, diabetes mellitus
tipo 2, reducédo da fungdo pulmonar e mortalidade cardiovascular, bem como outras causas de
mortalidade (FORMIGUEIRA & CANTON, 2004; SCHERER, 2006; TILG & MOSCHEN,
2006; OCHS-BALCOM et al., 2006; BASTARD et al., 2006; SOTO GONZALEZ et al.,
2007).

A produgdo de interleucinas associada a varios mediadores inflamat6rios, como
neurocininas, histamina e o6xido nitrico (NO), dentre outros, pode desencadear a formacéo de
edema perivascular e peribrénguico, além de recrutamento de células inflamatorias
mononucleares (macrdéfago e linfocitos) e polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos e
baséfilos). Os eosinéfilos podem ser recrutados para a parede da via aérea e ativados no
tecido pulmonar inflamado, liberando proteinas altamente tdxicas de seus granulos, sendo
responsaveis por graves danos no tecido pulmonar, podendo intensificar a hiper-
responsividade bronquica e contribuir para o remodelamento de vias aéreas (KAY, 1991,
BUSSE & LEMANSKE, 2001; HARA et al., 2006; TAGAYA & TAMAOKI, 2007; HOGAN
et al., 2008). Eles contribuem para o processo de fibrose tecidual e remodelamento das vias
aeéreas, devido a liberacdo de fatores do crescimento, elastase, fibroblastos, metaloproteinases
e também por estimulacdo dos fibroblastos (HALL & WALPORT, 1993). Além disso,
produzem mediadores lipidicos que vdo amplificar a resposta inflamatéria pelo recrutamento
e ativacdo de mais células (AUCHINLOS et al.,1997).
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O tecido adiposo de obesos tambem é infiltrado por macr6fagos, que podem ser uma
importante fonte de citocinas pré-inflamatdrias produzidas localmente (FRANSSEN et al.,
2008). Os fatores de macrofagos segregados exercem efeitos sobre os adipdcitos, que podem
aumentar a inflamacdo sistémica e a resisténcia a insulina associada a obesidade
(PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006). Neste contexto, parecem ampliar a expressdo de
fatores pro-inflamatorios e anti-inflamatérios com mudancga no sentido de dominéncia de
adipocinas pré-inflamatérias em comparagdo com os adipocitos menores (SKURK et al.,
2007).

2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS EM OBESIDADE

Obesidade é uma doenga complexa, envolvendo interacfes entre predisposicdo
genética e fatores ambientais. Uma vez que o sobrepeso e a obesidade tém se tornado um
problema de salde publica, os adipdcitos sdo intensamente estudados. O conhecimento da
biologia e mecanismos de adipogénese dos adipdcitos € necessario para compreender a
patogénese da obesidade (CUMMINGS & SCHWARTZ, 2003).

Devido as limitacOes éticas e financeiras para estudar a obesidade em humanos, o
desenvolvimento de modelos animais para a obesidade experimental tem se tornado cada vez
mais importante para se estabelecer as causas, consequéncias e tratamento dessa doenca, pois
ha uma maior facilidade de estudos, proporcionando grande quantidade de pesquisas e
resultados. Os modelos murinos sdo ideais porque os roedores tém genética e
desenvolvimento similares com seres humanos, além disso, 0s ratos e camundongos sdo
pequenos e faceis de manusear. Outras vantagens séo: curto periodo de gestagdo, economia de
espaco nos Biotérios, baixo custo de manutencdo e bom conhecimento do genoma e sistema
imunoldgico. Apesar da economia, a dificuldade encontrada quanto a mecéanica pulmonar é
justamente devido as suas pequenas dimensdes (BATES & IRVIN, 2003). Por estas razdes, a
maioria das pesquisas relacionada a etiologia da obesidade humana usa modelos murinos.

Véarios modelos de obesidade tém sido propostos, dentre eles, modelos genéticos,
modelos de alteracbes enddcrinas, modelos realizados por intermédio de lesdo neuronal e

alteracdes alimentares. Os mais utilizados sao:
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- modelo de indugdo da obesidade utilizando a administracdo de glutamato
monossodico (MSG) no periodo neonatal em que 0s animais sdo mais sensiveis a a¢do do
MSG, uma vez que a barreira hematoencefalica ndo se apresenta totalmente formada (KIZER;
NEMEROFF; YOUNGBLOOD, 1977). O aminoacido neurotransmissor glutamato possui
propriedades neurotdxicas que, indiretamente provocam lesdes no sistema nervoso central
(SNC), que afetam neurdnios glutamatérgicos localizados principalmente na area pré-dptica e
do nucleo arqueado do hipotdlamo e nos neurdnios colinérgicos do nucleo arqueado,
prejudicando a sinalizacdo de leptina e insulina nesta regido (HOLZWARTH-MCBRIDE;
SLADEK; KNIGGE, 1976).

- modelo de obesidade geneticamente induzida, que pode ser subdividido em:
monogénico e poligénico. Modelos monogénicos incluem camundongos com deficiéncia em
leptina (ob/ob) ou receptor de leptina (db/db) e o modelo poligénico inclui 0 camundongo
M16 e o Kuo Kondo e pode ser mais relevante para entender a contribui¢do genética para a
obesidade humana (KANASAKI & KOYA, 2011).

- modelo de obesidade nutricionalmente induzida em roedores, que representa um bom
método para o estudo dos estagios do desenvolvimento do tecido adiposo que sdo analogos
aos em seres humanos, pois 0s camundongos se tornam obesos ap0s o consumo de dietas
hipercaléricas com ajuste de calorias ao longo do tempo (WEST & YORK, 1998). No
entanto, existem muitos fatores de variabilidade, incluindo espécie, idade dos animais, tipo de
dieta, nivel de gordura e tipo de dieta controle.

- modelo de obesidade induzida precocemente pela superalimentacdo pos-natal. Ele é
realizado pela criacdo em pequenas ninhadas. A manipulagéo do tamanho da ninhada tem sido
utilizada como modelo de superalimentacdo pés-natal precoce, em ratos e camundongos
(SCHMIDT et al., 2001; MORRIS; VELKOSKA; COLE, 2005). O ajuste de tamanho da
ninhada conduz a dois niveis de nutri¢cdo precoce com filhotes criados em ninhadas pequenas
ingerindo mais do que os filhotes criados em grandes ninhadas. Superalimentagdo precoce
conduz a animais adultos com peso corporal significativamente maior, o que estd associado
com o aumento da obesidade, resisténcia precoce a leptina, intolerdncia a glicose e
hiperinsulinemia (LUTZ & WOODS, 2012).

A obesidade induzida em animais pode ser analisada segundo parametros biométricos
como o indice de Lee que € a razdo entre a massa corporal e o comprimento naso-anal
(BERNARDIS & PATTERSON 1968, NAKAGAWA et al. 2000) e a medida de hipertrofia

adipocitica que pode ser reconhecida pela medida de massa dos depositos de gordura
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periepididimal e retroperitoneal (BERNARDIS & PATTERSON 1968; NEMEROFF;
LIPTON; KIZER, 1978; MACHO et al. 2000; DOLNIKOFF et al. 2001).

Nenhum modelo experimental é completamente adequado para estudar a obesidade
humana com exatiddo. Cada método apresenta uma variedade de caracteristicas que 0s
assemelham a obesidade humana, mas nenhum método apresenta total semelhanca. Os
modelos animais de experimentacdo colaboram grandemente no estudo da fisiologia
pulmonar sendo utilizados nas pesquisas relacionadas as patologias que afetam a mecénica
pulmonar, como a asma (BATES; RINCON; IRVIN, 2009).

2.3 HIPER-RESPONSIVIDADE BRONQUICA

Responsividade de via aérea se refere a capacidade das vias aéreas de se contrairem
apos desafios com farmacos broncoativos. Hiper-responsividade das vias aéreas denomina-se
pela capacidade exacerbada de individuos desenvolverem esta resposta decorrente do uso de
broncoconstritores. Esta resposta exagerada pode ser em razdo da hiper-reatividade e/ou da
hipersensibilidade do organismo (RUBIN et al., 2002; QUTAYBA; JOANNE; JAMES,
2005). Esta hiper-responsividade é identificada pela resposta pulmonar a agentes alérgenos e
ndo especifica quando ocorre em resposta a outros estimulos quimicos ou fisicos. A medicéao
de hiper-responsividade de vias aéreas € executada utilizando-se testes inalatorios
padronizados com agonistas constritores de vias aéreas, comumente histamina ou MCh
(QUTAYBA; JOANNE; JAMES, 2005).

A hiper-responsividade bronquica pode possuir alguns mecanismos relacionados, tais
como contratura excessiva da musculatura lisa das vias aéreas, espessura e integridade da
camada epitelial, alteracbes mecanicas dos bronquios, modificacbes no conteddo e no
equilibrio das proteinas da matriz extracelular (MEC) e ainda regulagdo autondmica
exacerbada (BENTO & HERSHENSON, 1998). Todavia, a parcela de participacdo de cada
um desses fatores ainda ndo esta totalmente esclarecida. O processo inflamatério agudo ou
crénico, com a liberacdo de uma vasta gama de mediadores inflamatérios e citocinas, €
importante na hiper-responsividade, bem como a intensidade da fibrose subepitelial, a
especifica infiltracdo de mastocitos no musculo liso e a inflamacao eosinofilica da parede das
vias aéreas (BLEASE et al., 2000).



28

Os componentes proteicos da MEC, cujos principais sdo as fibras colagenas e
elasticas, os proteoglicanos e as lamininas, determinam em grande parte 0 comportamento
mecanico e viscoelastico do tecido pulmonar (RICCIARDOLO et al., 2001; JAMES, 2005).
O colageno € encontrado em vias aéreas, vasos, pleura, membrana basal e na parede alveolar
(LANG et al., 1994; EBIHARA et al., 2000; ROCCO et al., 2003). Em condi¢des normais, as
fibras colagenas sdo as principais responsaveis por manter a estrutura do parénquima mesmo
em volumes pulmonares aumentados. Sdo fibras que ndo sofrem ruptura facilmente e
apresentam uma rigidez cerca de 50-100 vezes maior que as elasticas, conferindo resisténcia
ao tecido. No entanto, em condig¢des patologicas ocorre nova sintese e deposicdo destas fibras,
que sdo mais frageis e apresentam menor estabilidade mecéanica (SUKI; LUTCHEN;
INGENITO, 2003). A elastina é uma proteina hidrofébica que se agrupa a filamentos e
laminas por ligacdes cruzadas, é frequentemente apontada como responsavel pela elasticidade
pulmonar durante a respiracdo em volume corrente (SUKI, et al., 2005).

A integridade da matriz colageno - elastina determina suas propriedades elasticas, de
forma que a destruicdo do parénquima que ocorre em algumas doencas é acompanhada por
alteracdes na composicdo e distribuicdo das fibras elasticas e de colageno. Estas alteractes
estruturais interferem nas propriedades viscoelasticas do pulméo avaliadas pelas medidas da
resisténcia tecidual (Gtis) e a elastancia tecidual (Htis) que sdo parametros utilizados para
descrever as propriedades viscoelasticas do sistema respiratério (BATES et al., 1989;
GOMES et al., 2000).

2.4 AGENTES BRONCOCONSTRITORES E BRONCODILATADORES

Uma forma muito comum de estimulo ao sistema respiratorio € a utilizacdo de agentes
broncoconstritores, como a histamina e agonistas colinérgicos (como a MCh, o carbacol e a
acetilcolina-ACh), para analisar a responsividade da musculatura lisa das vias aéreas. Tal
responsividade € muito utilizada no teste diagnostico de pacientes suspeitos de asma, que
respondem de modo exacerbado (hiper-responsivo) a estimulos broncoconstritores e no caso
da obesidade pode haver aumento da carga elastica e, durante uma broncoconstricdo, esta
carga elastica adicional € um preditor independente de dispnéia (SALOME et al., 2008). Para

a andlise da fisiologia e/ou mecénica do sistema respiratdrio, pela hiper-responsividade a
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agentes broncoconstritores, sdo utilizados varios modelos experimentais em animais, como
ratos, camundongos e cdes (BATES, 1996; JONASSON et al., 2009).

Atualmente, sdo utilizadas principalmente duas formas de administragdo do
broncoconstritor MCh para o estudo de avaliacdo da mecénica respiratoria em animais de
experimentacdo de pequeno porte. A administracdo intravenosa (BATES et al., 1997) e a
administracdo via nebulizacdo (WAGERS et al., 2002). Acredita-se, contudo, que diferentes
formas de administragdo do agente broncoconstritor possam causar respostas diferentes
durante a avaliacdo da mecanica respiratoria.

A MCh se liga a receptores muscarinicos colinérgicos, causando a contracdo da
musculatura plasmatica lisa. Os receptores muscarinicos sdo do tipo serpentiforme que
transpassam a membrana sete vezes e estdo acoplados a proteina G (GOSENS, et al., 2008).
Existem cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1 - M5) dos quais trés exercem efeitos
fisioldgicos nas vias aéreas (M1, M2, e M3). A parede alveolar contém receptores M1 e a
musculatura lisa das vias aéreas contém os M2 e M3, sendo que a principal funcdo destes é
atuar nos mecanismos de contracao das vias aéreas e tecido (COULSON & FRYER, 2003).

Petak et al. (1997), investigaram o local de acdo predominante da MCh em ratos
Sprague-Dawley, sugerindo que os receptores M3, que se encontram na musculatura lisa das
vias aéreas, sejam mais facilmente alcangados pela rota intravenosa do que a inalada, porque
nesta ultima forma a droga precisa atravessar o epitélio para alcancar o tecido. No entanto, o0s
receptores M1 seriam alcancados mais rapidamente pela forma inalada do que a intravenosa,
devido a localizagio destes no parénquima pulmonar (PETAK et al., 1997).

Ja& foi descrito a expressao de receptores muscarinicos em diversos tipos de células
inflamatorias e também em células estruturais das vias aéreas. No pulmdo, a ACh é um
potente broncoconstritor, principalmente quando se liga a receptores muscarinicos
encontrados na musculatura lisa das vias aéreas (GOSENS, et al., 2008).

No pulméo também encontram-se os receptores Pp-adrenergicos. Os receptores P
adrenérgicos sdo divididos em 3 subtipos, B1, B2 € B3, sendo que o B, modula o relaxamento da
musculatura lisa vascular e do sistema respiratério (LYNCH & RYALL, 2008). O salbutamol
que ¢ um broncodilatador P,-adrenérgico de curta duracéo, pode ser utilizado para relaxar a
musculatura lisa e melhorar a funcdo pulmonar, quando ha hiper-responsividade brénquica
demonstrada por testes de broncoprovocacdo (WEINBERGER, 2002; HALFHIDE; EVANS;
COURIEL, 2005).
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3 OBJETIVOS

Diante das exposicdes apresentadas nosso estudo apresentou como objetivos:

3.1 GERAL

Avaliar a resistividade das vias aéreas de camundongos da linhagem Swiss induzidos a

obesidade e correlacionar esta com os pardmetros histolégicos e bioquimicos do pulmao.

3.2 ESPECIFICOS

- Comprovar a inducdo da obesidade pelo método experimental de obesidade induzida
precocemente pela superalimentacdo pos-natal, pela realizacdo de medidas de parametros
biométricos como: massa corporal, comprimento naso-anal, indice de Lee, massa dos
depdsitos de gordura periepididimal e retroperitoneal, nos grupos de ninhada normal e
reduzida;

- Avaliar a responsividade das vias aéreas por nebulizacdo de MCh e salbutamol em
animais dos grupos da ninhada normal e reduzida, por meio da avaliagdo da mecénica
respiratoria: resisténcia dos pulmdes e das vias aéreas, elastancia e histeresividade;

- Avaliar a morfometria e a celularidade do tecido pulmonar dos grupos de ninhada
normal e reduzida;

- Quantificar as proteinas presentes na matriz extracelular do tecido pulmonar:

colageno Il e elastina dos grupos de ninhada normal e reduzida.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Alfenas- UNIFAL. O protocolo experimental deste estudo seguiu aos
principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal e os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
submetidos e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Alfenas—-CEUA-UNIFAL-MG (Protocolo n°® 422/2012).

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo 48 camundongos machos, linhagem Swiss, espécie Mus
musculus, mantidos em caixas de polipropileno fechadas com tampa de ago inoxidavel,
recebendo agua e racdo comercial ad libitum sob ciclo claro-escuro de 12h (luz 07:00-19:00)
no Biotério Central da UNIFAL-MG. Estes animais sdo provenientes de um ajuste de ninhada
realizado no 1° dia p6s-nascimento, sendo divididos em dois grupos: 24 animais na ninhada
reduzida - NR (3 por caixa de 30x20x13cm) e 24 ninhada normal - NN (12 por caixas de
41x34x16cm), com o objetivo de maximizar o potencial lactotrofico, através da inducdo de
supernutricdo poés-natal por aumento da disponibilidade de leite (RAJIA; CHEN; MORRIS,
2010). O desmame foi realizado no 21° dia pds-natal, sendo ambos os grupos alimentados
com racdo comercial apds esse periodo. Com aproximadamente 8 semanas pos-natal, os
camundongos (30-50g) foram transferidos para o laboratorio de Ciéncias Fisioldgicas do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), aclimatizados ao ambiente de experimentacéo,
mantidos nas mesmas condi¢Oes descritas acima e em gabinetes ventilados (Alesco, Séo

Paulo, Brasil) com temperatura controlada (cerca de 22+ 2°C).
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Figura 1: Sequéncia do protocolo adotado no experimento.
Fonte: Da autora.

4.2 EFEITOS DA REDUCAO DE NINHADA

A instalacdo da obesidade foi avaliada pela determinacdo do peso corporal (g) e dos
parametros biométricos indice de Lee e medida da hipertrofia adipocitica. No pré-desmame o
peso dos animais foi monitorado de 3 em 3 dias até o desmame (21 dias). No p6s-desmame
(3° semana) o peso foi monitorado semanalmente até a 11° semana de vida. Apos a eutanasia
o0s animais foram pesados, o comprimento naso-anal foi medido e os valores foram aplicados
a uma formula para a determinacdo do Indice de Lee [raiz clbica do peso
corporal(g)/comprimento corporal (cm)], que avalia o grau de adiposidade corporal, sendo
considerado um analogo do indice de massa corporal (BERNARDIS & PATTERSON, 1968;
NAKAGAWA et al., 2000). O peso relativo (g/100g de peso corporal) das massas de tecidos

adiposos periepididimal e retroperitoneal também foi determinado.

4.3 MECANICA RESPIRATORIA

A partir de nove semanas de nascimento, os grupos de ninhada normal e reduzida
foram novamente pesados e anestesiados com xilazina (12mg/kg) e pentobarbital sodico
(68mg/kg) intraperitoneal (i.p.) para instalacdo de uma céanula traqueal. Posteriormente, 0s
camundongos foram colocados em uma pequena mesa aquecedora (Heat Pad — Insight) sob

foco cirurgico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por fita adesiva. Os membros
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superiores foram mantidos horizontalmente abduzidos a 90 graus em relagdo ao corpo e os
membros inferiores estendidos em diagonal. Apds o posicionamento cirurgico, foi realizada
traqueostomia para introducdo de uma canula de metal com calibre de 18G, sendo a canula
fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. A fixacdo dos membros foi retirada e 0s
animais foram mantidos anestesiados e conectados a um ventilador mecéanico (FlexiVent,
SCIREQ, Montreal, Canada, versdo 5.00) apropriado no médulo 1 para camundongos
(FIGURAS 1 e 2). Este aparelho permite a manutencdo da vida em animais sedados e
curarizados e também atua na identificacdo da mecanica, por permitir que perturbacdes de
volumes voluntarios sejam aplicadas ao pulméo via traquéia (SHUESSLER & BATES, 1995;
BATES & ALLEN, 2006).

PEEP

Controlador
acessorio | """ "ccccccccca. 5

Controlador

Atuador
linear

Figura 2: Diagrama do ventilador para pequenos animais (Flexivent-SCIREQ®), utilizado para a coleta de dados
de mecénica respiratoria. PEEP significa presséo expiratoria positiva final.
Fonte: Adaptada de: SHALABY et al., 2010.

Figura 3: Ventilador para pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ®, Canada).
Fonte: Da autora.
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Os animais foram avaliados com o térax fechado e ventilados com pardmetros
constantes: volume corrente de 10 mL/kg, frequéncia respiratoria de 200 ciclos/minuto e
pressdo positiva expiratoria final (PEEP) de 3cmH,0 conectado a uma vélvula expiratoria do
ventilador. Posteriormente foi induzida a paralisia muscular pela administracao de brometo de
pancurodnio (0,5 mL/kg, i.p). A sequéncia do protocolo é apresentada na figura 3.

A mecénica respiratoria foi medida pela aplicacdo de volumes utilizando a técnica de
oscilagcdes forcadas (HANTOS, et al., 1992). O ventilador mecénico para pequenos animais
flexiVent® manteve-se controlado por um computador, intercalando a ventilagdo mecanica
com manobras (perturbacdes) controladas de pressdo e volume, para obter medidas precisas e
reprodutiveis de mecanica respiratéria (FIGURA 2) (REBER, et al., 2012). As perturbaces
utilizadas foram a TLC (capacidade pulmonar total) na qual consta de uma inflagdo profunda
dos pulmdes a uma determinada pressao, seguida de uma retencdo da respiracdo normalmente
de alguns segundos, utilizada antes das nebulizac6es com o objetivo de abrir espacos aéreos e
padronizar o volume, para que a droga se difunda de maneira homogénea nos pulmdes;
Quick-prime-3 que é uma manobra que consiste na imposicdo de um fluxo de ar com
amplitude correspondente a soma de senoides de frequéncias entre 1,00 a 20,5 Hz ao longo de
3 segundos e SnapShot que é uma onda de oscilacdo forcada senoidal (frequéncia unica), que
corresponde a frequéncia respiratéria do animal e tem por objetivo proporcionar resultados
precisos (CHEN, et al., 2006).

Foi calculada a impedancia do sistema respiratdrio (Zrs) dos animais de cada grupo, e
para o calculo dos dados foram feitas correcdes, considerando as perdas devido a
compressibilidade dos gases (BATES, et al., 1989). Foram coletados: a posi¢cdo do pistdo
(Veyi) € a presséo interna do cilindro (Pey) (HANTOS, et al., 1992). V., foi corrigido para
obter o volume que efetivamente chega ao animal (V) e Py foi corrigido, nos dando o valor
de P, pressdo de abertura das vias aéreas. Por intermédio da derivacdo no tempo de V,
obtivemos o fluxo (V).

Para analise das impedancias obtidas, foi utilizado o modelo de fase constante,
(HANTOS, et al., 1992).

G—i. H

Z() = Raw+.2. 7. f - law + 5o



35

Onde R,y € a resisténcia de vias aéreas, |,y € a inertancia das vias aéreas ou inércia do
ar, G caracteriza a dissipacdo de energia nos tecidos pulmonares, H caracteriza a energia

acumulada nos tecidos do pulmao, i é a unidade imaginaria, f € a frequéncia

2 H

o= . arco tan ente(—)
T g G

Foram obtidos com o ventilador os parametros:

Raw - resisténcia de via aérea nos permite a analise, isoladamente das vias aéreas, sem
a interferéncia do tecido pulmonar;

Gtis - resisténcia tecidual;

Htis - elastancia do tecido pulmonar;

n — histeresividade.

O animal foi ventilado por um tempo de aproximadamente sete minutos para
adaptacdo, ajuste do sistema respiratorio ao fluxo recebido e verificacdo de possiveis
vazamentos, obstrucdes e corre¢des no posicionamento. O ventilador mecanico manteve 0s
camundongos ventilados e somente interrompeu essa ventilagdo em tempos determinados
para aplicar perturbac@es e assim obter 0s valores acima descritos.

Todos os grupos receberam nebulizacdo (Aeroneb Nebulizador do Flexivent -
Aeroneb, Aerogen, Irlanda) com salina (Sal), o broncoconstritor MCh (acetyl-4-methylcholine
chloride, Sigma®- Aldrich, St. Lois, USA) na concentracdo de 100mg/mL para averiguar a
hiper- responsividade brdnquica e por ultimo, o broncodilatador Salb (Sigma®- Aldrich, St.
Lois, USA) na concentragdo de 1,5mg/mL. Primeiramente foram determinados os valores
basais e posteriormente as medidas dos parametros respiratorios apos nebulizagdes com Sal,
MCh e Salb. O nebulizador aerosolizou o sistema respiratorio durante 10 segundos e 5
segundos apds, os valores da mecanica respiratéria foram registrados. Os registros foram
repetidos de 15 em 15 segundos até o tempo de 300 segundos para MCh e 600 segundos para
Salb. O tempo de intervalo para administragdo da concentracdo de MCh foi de 5 minutos e do
Salb 10 minutos.



36

Ao término do experimento, a traquéia foi clampeada ao final da expiracdo e o animal
foi exsanguinado para a retirada dos pulmdes.

ventilacio =
30” 60” 5’ 5307 6°40” 9° 147 147307

_ 'Zx TLC '

Figura 4: Sequéncia do protocolo adotado no flexiVent (SCIREQ, Canadd).
Fonte: Da autora.

MCh 100
mg/mL

Apbs o registro dos valores, foram realizadas coletas e analises desses dados. Para as
perturbacdes um coeficiente de determinacdo (COD) de 0,90 foi o limite inferior para aceitar
uma medic&o, logo apds a média de cada medicdo foi realizada e os valores foram plotados no
Graphpad Prism.

4.4 REMOCAO DOS ORGAOS E TECIDOS

Imediatamente apos a avaliacdo mecanica, a traquéia foi ocluida no final da expiracao
com linha de algod&o. Os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo por meio de uma
seccdo cirlrgica da aorta e veia cava inferior em suas por¢cdes abdominais. Foram
posicionados sob uma régua para a medida do comprimento naso-anal que serviu para a
determinacdo do Indice de Lee. Procedeu-se uma laparotomia com coleta e pesagem dos
tecidos adiposos brancos (periepididimal e retroperitoneal) e depois com a resseccdo do
esterno, sendo o diafragma aberto radialmente e a porcédo abdominal do es6fago identificada e
isolada, sendo presa por uma pin¢a hemostatica. As estruturas do pesco¢o foram dissecadas,
permitindo a liberacdo das vias aéreas. A pingca que prendia o esb6fago foi suavemente
tracionada, permitindo separar o conjunto monobloco (cora¢do-pulméo) das demais estruturas
aderidas a parede toracica posterior. Com todas as estruturas visualizadas, a traquéia foi

seccionada abaixo do local ocluido pelo fio de algodao e, posteriormente, separada do es6fago
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e 0 coracdo. Os pulmdes foram entdo separados individualmente. O I6bulo pulmonar direito
foi destinado a andlise histoldgica e o 16bulo pulmonar esquerdo foi coletado para anélise de

proteinas pelo método de Western Blot.

4.5 HISTOLOGIA

4.5.1 Fixacdo e preparo das laminas

O pulmao foi mantido em formalina 10%, durante 7 dias (pH=7,4 e 0,1M). Ap0s esse
periodo, o material foi desidratado progressivamente pela imersdo em solu¢bes com
concentracdo crescente de etanol.

Depois da fixagdo, o material foi embebido em parafina e cortes histologicos com 4um

de espessura foram realizados e posteriormente corados com hematoxilina-eosina.

4.5.2 Anélise morfométrica

As laminas contendo os cortes corados com hematoxilina e eosina foram analisadas de
acordo com seus aspectos quantitativos. A analise quantitativa foi realizada através da técnica
convencional de contagem de pontos (“point-couting”) (WEIBEL, 1990). Em um aumento de
200x, utilizando-se uma ocular contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50
segmentos de reta dispostos em paralelo, acoplada ao microscopio de luz convencional (Nikon
Digital DS-U3, Japédo) (FIGURA 4). Foram avaliados dez campos aleatorios e néo
coincidentes por lamina e quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos normais,
colapsados e hiperinsuflados. O numero de pontos que cairam em area de alvéolo normal,
colapsado ou hiperinsuflado foi dividido pelo total de pontos contados em cada campo
analisado (normal + colapsado + hiperinsuflado) e expresso sob a forma de percentual
(DUNNILL, 1964; MARGRAF et al., 1991).
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Em um aumento de 1000x foi avaliada a celularidade pulmonar, quantificando os
seguintes parametros: tecido pulmonar, células polimorfonucleares (PMN) e células
mononucleares (MN) em dez campos aleatérios e ndo coincidentes. O tecido pulmonar foi
avaliado pelo niumero de pontos do campo que coincidiam com a area de tecido e nao sobre o

espaco aéreo. Assim, o resultado é apresentado como fracdo de area de tecido pulmonar.

Figura 5: Fotomicrografia do reticulo com 100 pontos e 50 linhas sobre uma lamina, aumento de
200x.
Fonte: Da autora.

4.6 QUANTIFICACAO PROTEICA POR WESTERN BLOTTING

O Pulmao esquerdo foi coletado e homogeneizado em 200 ul de tampédo RIPA - Radio
Immuno Precipitation Assay Buffer (NaCl 150mM, acido deoxicolato 1%, Tris 0,1M, pH7,5,
NP-40 1%), contendo inibidores de protease (20ul/mL) (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma®
- Aldrich, USA).

O lisado foi centrifugado para remocdo do material insoltvel, a 12.000g por 15
minutos a 4°C, tendo sido o sobrenadante aliquotado e estocado a -80°C até o uso.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo ensaio de BCA (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA).

As amostras foram ressuspendidas em tamp&o de amostra (4X, Tris 0,5M, pH: 6,8,
glicerol, SDS 10%, bromofenol blue 1%, B — mercaptoetanol), submetidas a SDS — PAGE,
em gel de poliacrilamida a 7% (Tris, 1,5M, pH:8.8, acrilamida 30%, SDS 10%, persulfato de



39

amonio 10% e N,N,N,N tetra-metiletilenodiamina - TEMED) segundo o protocolo adaptado
de Harlow e Lane (1988) e gel de empilhamento 5% (Tris, 1,0M, pH:6,8, acrilamida 30%,
SDS 10%, persulfato de amonio 10% e TEMED). Como padrao foi utilizado o marcador de
peso molecular Full-range Rainbow™ Recombinant Protein Molecular Weight Markers (GE
Healthcare Life Sciences, UK).

Cada pogo foi carregado com 30ug do extrato total de proteinas. A eletroforese foi
realizada em tampéo (1X, Tris 0,25M, glicina 1,92M, pH 8.3, SDS 1%), os parametros da
corrida foram: 2 horas, 100V, 50mA. As proteinas foram entdo transferidas para membrana de
PVDF - “Hydrophobic Polyvinylidene Difluoride” (Amersham Bioscience®), previamente
ativada com metanol, em tampé&o (Tris 0,025M, glicina 0,192M, pH 8-8,5 e metanol 20%) e
0S parametros para a transferéncia foram: 2 horas, 100V e 250mA. A eficiéncia da
transferéncia foi verificada corando-se a membrana por 5 minutos com corante Ponceau 0,5%.

Os sitios inespecificos das membranas foram blogueados com 5% de leite desnatado
Molico (Nestlé®) em 0,05% de Tween-20 em TBS (TTBS), sob agitacdo em temperatura
ambiente durante uma hora.

Foram utilizados os anticorpos anti-actina (1:1000) (Sigma®- Aldrich, St. Lois, USA),
anti-elastina (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, California, USA) e anti-colageno IlI
(1:1000) (Abcam®- Cambridge, UK), os quais ficaram em contato com a membrana durante a
noite a 4°C. No dia seguinte, sucessivas lavagens foram realizadas em TBS e TTBS a
temperatura ambiente e os anticorpos primarios foram detectados por anticorpos secundarios
(anti-1gG de coelho, 1:2000 ou anti-lgG de camundongo, 1:500) conjugado com peroxidase.
O protocolo de quimioluminescéncia (ECL, Amersham Biocience®) foi utilizado para a
deteccdo de bandas imunoreativas em filmes radiograficos.

Para possibilitar a marcacdo da mesma membrana com diferentes anticorpos, as
membranas foram submetidas a stripping com “Restore Western Blot Stripping Buffer”
(Pierce Biotechnology) e submetidas a novas marcagoes.

O programa de dominio publico Image J (NIH Image, National Institute of Standards
and Technology, Gaithersburg, MD, USA) foi utilizado para quantificar as bandas
imunoreativas nos filmes radiograficos (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para as massas de tecido adiposo periepididimal e retroperitoneal e a contagem de
células inflamatorias, aplicamos o teste t-Student para comparacdo dos grupos. Os dados da
mecanica pulmonar foram analisados utilizando Analise de Variancia “one-way analysis of
variance” — ANOVA seguido do pds-teste de Newman-Keuls para andlise da variancia entre
os valores basais e nebulizacdo com Sal, MCh e Salb. Para parametros histologicos e Western
Blot foi utilizado a Analise de Variancia “one-way analysis of variance” — ANOVA seguido
do pos-teste de Tukey. A Analise de Variancia “two-way analysis of variance” (ANOVA)
com posterior uso do pos-teste Bonferroni, foi aplicado para a comparacdo dos pesos pré e
pos desmame. Os graficos e as analises estatisticas foram gerados usando Graphpad Prism
(Versdo 5.0, San Diego, CA, USA). Os resultados foram apresentados com média * erro

padréo, sendo considerado o nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5 RESULTADOS

Descricdo dos resultados abaixo:

5.1 EFEITOS DA REDUCAO DE NINHADA

5.1.1 Evolugéo ponderal

No 1° dia pds-natal as ninhadas foram ajustadas e a partir do 7° dia pré desmame o0s
animais da ninhada reduzida ja se apresentavam significativamente mais pesados (8,313 +
4,793g) do que a ninhada normal (5,679 £ 2,629g) (7° dia p<0,05 e a partir do 10° dia
p<0,001). Apds o desmame, o aumento no peso corporal como resultado do tamanho reduzido
da ninhada persistiu até a 11* semana de nascimento, de modo que 0s animais da ninhada
reduzida (42,87 = 12,55g) eram significativamente mais pesados (p<0,001) do que os animais
da ninhada normal (30,28 £ 11,97g). Os animais da ninhada reduzida apresentaram aumento
de 46% no peso pré desmame e 41% no pds desmame quanto ao grupo ninhada normal
(FIGURA5A e 5B).
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Figura 6: Diferenca entre o peso corporal dos animais da ninhada reduzida em relacdo a animais da ninhada
normal pré-desmame (Figura A) e pos-desmame (Figura B) (n=10). Valores foram expressos como
média + erro padrdo. * p< 0,05. ** p<0,001. (Two-way ANOVA, seguido de pos- teste Bonferroni).

Fonte: Da autora.
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2.1.1 Parametros biométricos

A massa dos tecidos adiposos € um indicador de obesidade e tanto a gordura
retroperitoneal, quanto a periepididimal (FIGURA 6 e 7) aumentaram nos animais da ninhada
reduzida (1,16 + 0,31g/100g e 3,01 £ 0,529/100g, respectivamente; p<0,05) com relacdo aos
da ninhada normal (0,68 + 0,47g/100g e 1,70 + 0,759/100g, respectivamente; p<0,001),
apresentando um aumento de 70% e 75% respectivamente. Assim como o indice de Lee
apresentou-se significativamente elevado (p<0,01) nos animais da ninhada reduzida (3,26 *
0,04g/cm), com relacdo aos animais de ninhada normal (3,11 + 0,10g/cm), comprovando a

efetividade da reducédo de ninhada em induzir a obesidade (FIGURA 8).
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Figura 7: Diferenca entre a massa de tecido adiposo Periepididimal da ninhada reduzida (NR) em relagdo a
animais da ninhada normal (NN) (n=9). Valores foram expressos como média + erro padrdo. * p<0,001
(Teste “t” de Student).

Fonte: Da autora.
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Figura 8: Diferenca entre a massa de tecido adiposo Retroperitoneal dos animais da ninhada reduzida (NR) em
relagdo a animais da ninhada normal (NN) (n=9). Valores foram expressos como média + erro padrdo. *
p<0,05 (Teste “t” de Student).

Fonte: Da autora.
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Figura 9: Diferenca do indice de Lee dos animais da ninhada reduzida (NR) em relac&o a animais da ninhada
normal (NN) (n=8). Valores foram expressos como média * erro padrdo. * p<0,01 (Teste “t” de
Student).

Fonte: Da autora.

5.2 MECANICA RESPIRATORIA

As médias + desvio padrdo dos valores de R, Gtis, Htis e ny dos diferentes grupos
estdo apresentadas na Figura 9 A, B, C e D, respectivamente. Os grupos apresentaram valores
basais de mecéanica pulmonar e ap6s a nebulizacdo com Sal, equivalentes no inicio do
experimento (TABELA 1).

Tabela 1 - Dados basais da mecanica respiratoria e apos a nebulizacdo com Sal para 0s

grupos estudados.

Grupos experimentais

Basal Salina
. Ninhada thac_ia Ninhada thac_ia
Parametros Normal (n=15) Reduzida Normal (n=15) Reduzida
- (n=15) - (n=15)
Raw, Resisténcia das
+ + + +
Vias aéreas (cmH,0.5/mL) 0,21+0,07 0,29+0,19 0,29+0,09 0,34+0,16
Gtis, Resisténcia
. ’ 2,84+0,4 2,61+ 1+0,4 2,77+0,42
Tecidual (cmH,0.s.s/mL) 842048 612055 3,1x0,49 1720,
Htis, Elastancia
] ! 18,52+1 17+2 18,37+1,2 17,10+2,17
Tecidual (cmH,0O/mL) 8,52+1,83 33 8,37+1,26 102,
1, Histeresividade 0,15+0,02 0,16%0,03 0,17+0,03 0,16%0,03

Valores representam a média + erro padré&o.
Fonte: Da autora.
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O grupo Ninhada normal foi nebulizado com as doses de 100mg/mL de MCh e 1,5
mg/mL Salbutamol. O valor de R, aumentou significativamente apos nebulizagdo com MCh
de 0,29+0,09 cmH,0.s/mL para 0,66+0,14 cmH,0.s/mL (p<0,001) e os valores alteraram-se
para 0,48+0,12 cmH,0O.s/mL quando nebulizados com Salbutamol (p<0,01) (FIGURA 9A).
Os valores de Gtis também mostraram aumento significativo de 3,1+0,49 cmH,0.s.s/mL para
5,98£1,38 cmH,0.s.s/mL quando nebulizados com MCh (p<0,001) e quando nebulizados
com Salbutamol foram 5,64+1,47 cmH,0.s.s/mL (FIGURA 9B). Htis ndo apresentou
diferenca significativa nos animais nebulizados com MCh, mas nos animais nebulizados com
Salbutamol, o valor de 18,37+1,26 cmH,O/mL elevou-se significativamente para 29,29+8,65
cmH,O/mL (FIGURA 9C). O Valor de n ampliou significativamente de 0,17+0,03 para
0,26+0,04 nos animais nebulizados com MCh (p<0,001), porém nado houve significancia com
relacdo ao Salbutamol (FIGURA 9D).

O grupo Ninhada reduzida também foi nebulizado com as doses 100mg/mL de MCh e
1,5 mg/mL Salbutamol. O valor de R,y alterou-se de 0,34+0,16 cmH,0O.s/mL para 0,65+0,11
cmH,0.s/mL quando nebulizado com MCh (p<0,001), apresentando diferenca
estatisticamente significante e os valores alteraram-se para 0,52+0,16 cmH,0.s/mL quando
nebulizados com Salbutamol (p<0,01) (FIGURA 9A). Gtis apresentou diferenca significativa
nos camundongos nebulizados com MCh, passando os valores de 2,77+0,42 cmH,0.s.s/mL
para 5,31+0,88 cmH,0.s.s/mL (p<0,001), assim como quando nebulizados com Salbutamol
elevaram-se significativamente para 6,93+2,7 (FIGURA 9B). Os valores de Htis
intensificaram significativamente em ambos o0s medicamentos MCh e Salbutamol,
aumentaram de 17,10+2,17 cmH,O/mL para 21,17+4,03 cmH,O/mL e 27,98+7,33
cmH,O/mL nas respectivas doses (p<0,001) (FIGURA 9C). Os valores de n também
demonstraram aumento significativo de 0,16+0,03 para 0,26+0,05 quando nebulizados com
MCh e quando nebulizados com Salbutamol foram para 0,25+0,07 (p<0,001) (FIGURA 9D).

Comparando-se os medicamentos nos diferentes grupos quando nebulizado com MCh,
foram observados que Ra, Gtis, Htis, n ndo apresentaram diferenca significativa entre o0s
mesmos. Quanto a nebulizagdo com Salbutamol, apenas os valores de m elevaram-se
significativamente no grupo ninhada reduzida (0,25%+0,07), quando comparado ao grupo
ninhada normal (0,20+0,02) (p<0,01) (FIGURA 9D).
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Figura 10: Pardmetros da mecénica pulmonar. (A) R.,, (B) Gtis, (C) Htis e (D) m dos animais da ninhada
reduzida em relagdo a animais da ninhada normal, ap6s nebulizacdo com Sal (salina), MCh
(metacolina), Salb (salbutamol). Valores foram expressos como média + erro padrdo. * p<0,01 e **
p<0,001 com relagdo a salina. + p<0,05 e ++ p<0,01 do Salb com relacdo a MCh dentro do mesmo
grupo. # p<0,01 entre os grupos de ninhada reduzida e normal. (One-way ANOVA, seguido de pds-teste
Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

5.3 HISTOLOGIA

A analise do parénquima pulmonar evidenciou no grupo de ninhada reduzida uma
diminuicdo significativa de alvedlos normais, de 84,2 + 5,9% no grupo ninhada normal, para
45,5 + 11,5% no grupo ninhada reduzida (p<0,0001) e aumento de porcentagem de alvéolos
colapsados de 15,8 + 5,9% para 54,5 = 11,5% no grupo ninhada reduzida (p<0,0001), ndo
havendo diferencas significativas de alveolos hiperinsuflados entre os grupos estudados
(TABELA 2). Os cortes histologicos dos pulmdes que caracterizam as mudancas

morfoldgicas estdo representados nas Figuras 11A, 11B.
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Tabela 2 - Histologia Pulmonar

Grupos Ninhada Normal Ninhada Reduzida
Normal (%) 84,2+241 455 + 4,707
Colapsado (%) 15,8 + 2,40 545+471"
Hiperinsuflado (%) 0 0

Valores representam a média + erro, p<0,0001. Todos os valores foram computados em 10 campos nio
coincidentes por animal (n=6). (Teste “t” de Student).
Fonte: Da autora.

No presente estudo, foi avaliada a inflamagdo pulmonar através da contagem de
células inflamatérias. De acordo com a Figura 10, os animais do grupo ninhada reduzida
apresentaram aumento significativo da porcentagem de PMN no parénquima pulmonar em
relacdo ao grupo ninhada normal (p<0,0001). A porcentagem de MN também aumentou
significativamente nos animais do grupo ninhada reduzida em relacdo ao grupo ninhada
normal (p<0,0001).
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Figura 11: Diferenca entre as células inflamatdrias presentes no parénquima pulmonar dos grupos ninhada
normal e ninhada reduzida. n=6 para cada grupo. Valores foram expressos como média + erro padrao.
A) PMN- Polimorfonucleares; B) MN- Mononucleares. * p<0,0001.

Fonte: Da autora.
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(A)

Figural2: Fotomicrografia representando o parénquima pulmonar corado com hematoxilina e eosina (HE).
Magnificacdo original: x 200. Barras = 50um.
A) Grupo ninhada normal;
B) Grupo ninhada reduzida;
Fonte: Da autora.

5.4 WESTERN BLOT

Para avaliar o remodelamento, o padrdo de expressdo proteica de elastina e colageno
I11 foi investigado em amostras derivadas de pulméo de camundongos dos grupos de ninhada
normal e reduzida. A expressdo da proteina actina, foi utilizada como normalizador nos
ensaios de Western Blotting (KAWAMOTO et al., 2008). As figuras 12, 13, 14 e 15
apresentam os resultados obtidos pela expressao proteica.

De acordo com a quantificacdo das bandas imunorreativas houve uma tendéncia a
diminuicdo de elastina nos animais da ninhada reduzida em relagdo aos animais que da

ninhada normal, porém ndo significativa. (FIGURAS 12 e 13).

Elastina E>

60 kDa iighoel i oyl NN-Ninhada Normal
NR-Ninhada Reduzida

Actina :>

43 kDa

NN NR NN NR

Figura 13: Perfil de expresséo de elastina em tecido pulmonar. A actina foi utilizada como controle.
Fonte: Da autora.
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Figura 14: Representagdo grafica da densidade Optica (DO) obtida a partir das bandas imunoreativas para
elastina. A actina foi utilizada como controle. n=3 para cada grupo. * p<0,05. (Teste “t” de Student).
Fonte: Da autora.

Os dados obtidos por western blot também demonstraram que houve aumento
significativo na expressdo de colageno 111 nos animais da ninhada reduzida (p<0,05) (FIGURA

14 E 15).

Coligeno Il >
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Figura 15: Perfil de expressdo de colageno 111 em tecido pulmonar. A actina foi utilizada como controle interno.
Fonte: Da autora
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Figura 16: Representacdo grafica da densidade dptica (DO) obtida a partir das bandas imunorreativas para
colageno I11. A actina foi utilizada como controle. n=3 para cada grupo. * p<0,05(Teste “t” de Student).
Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

Recentemente, alguns estudos tém sugerido uma hipotese de que a obesidade pode ter
uma “origem programada” (ARMITAGE et al., 2004; MUHLHAUSLER, 2007; MORRIS,
2009; WHITE; PURPERA; MORRISON, 2009). Esta “programac¢do” sugere, que nao apenas
a nutricdo fetal, mas também pds-natal € capaz de desencadear a programacao da adiposidade
(MARTORELL,; STEIN; SCHOROEDER, 2001). Pouco se sabe a respeito dos efeitos
positivos e negativos das diversas variacdes pos-natal, tais como as diferencas nutricionais
iniciais.

Em modelos animais, como nos seres humanos, a obesidade pode ser avaliada por
intermédio de critérios baseados no ganho de peso corporal, indice de Lee e/ou aumento do
teor de gordura corporal, apesar dessas caracteristicas ndo serem téo definidas como os limites
do IMC em seres humanos (ICHIHARA & YAMADA, 2008; HARIRI & THIBAULT,
2010). Geralmente, o grau de obesidade é avaliado pela comparacdo do peso corporal (ou
gordura) do grupo experimental com os animais controle. Os primeiros, alimentados com
dieta rica em gordura ou alta densidade energética, e os ultimos, alimentados com racdo ou
dietas com baixo teor de gordura (HARROLD; WILLIAMS; WIDDOWSON, 2000;
GHIBAUDI et al., 2002; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2002; WOODS et al., 2003). O
indice de Lee, para avaliar a obesidade em ratos e camundongos, é semelhante ao IMC em
seres humanos e foi definido por Lee em 1929 (LEE, 1929). Desde entdo, alguns
pesquisadores tém utilizado o indice de Lee para avaliar os niveis de obesidade em ratos (LI
et al., 2004; SUN; ZHANG; LIU, 2002). Porém no estudo de Woods et al. (2003) observou-se
gue a medida da gordura corporal € um critério bastante sensivel para avaliar a obesidade em
animais, uma vez que os ratos alimentados com dieta rica em gorduras durante 10 semanas
apresentaram aumento de 10% no peso total do corpo e aumento de 35-40% da gordura
corporal total em comparacdo com os animais alimentados com uma dieta de baixa gordura.

Neste estudo, os animais da ninhada reduzida apresentaram aumento de 46% no peso
pré desmame e mantiveram o aumento no pdés desmame (41%) quanto ao grupo ninhada
normal. Com relacdo a gordura periepididimal e retroperitoneal o grupo ninhada reduzida
apresentou aumento de 76% e 70% respectivamente, em referéncia ao grupo ninhada normal.
Observou-se, também, que a supernutricdo pés-natal induzida por redugdo do tamanho das

ninhadas acarretou alteracdes precoces no peso corporal, o que pode estar relacionado com o
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aumento da disponibilidade de leite (RAJIA; CHEN; MORRIS, 2010). O efeito da reducdo de
ninhada no peso corporal foi mantido durante o periodo da idade adulta (11 semanas) de
acordo com estudos anteriores (PLAGEMANN et al., 1999; VELKOSKA; COLE; MORRIS,
2005). Além do peso, utilizou-se a massa dos depositos de gordura periepididimal e
retroperitoneal e o indice de Lee como parametros comparativos entre animais de ninhada
reduzida e normal. Os parametros avaliados refletem a adiposidade nos animais de ninhada
reduzida e demonstra que este modelo foi capaz de induzir a obesidade. Esses resultados
sugerem que a nutricdo precoce é importante para as caracteristicas do individuo na vida
adulta (VELKOSKA; COLE; MORRIS, 2005).

Ha& diversas classificagdes para os depositos de tecido adiposo, sendo uma delas de
acordo com a sua localizacdo topogréfica, que se subdivide em: depdsitos subcutaneos e
depdsitos internos, cada um deles apresentando outras subdivisbes. Os dois depositos de
gordura avaliados no presente estudo (periepididimal e retroperitoneal) sdo classificados
como internos e viscerais, sendo o retroperitoneal denominado extraperitoneal intra-
abdominal, e o periepididimal designado extraperitoneal intrapélvico (WAJCHENBERG,
2000; YANG, 2008). A distribuicéo regional da gordura corporal, principalmente o excesso
de gordura visceral, pode ser considerada como sendo o principal problema relacionado a
obesidade e é conhecida como importante indicador de alteraces metabllicas e
cardiovasculares em alguns individuos (WAJCHENBERG, 2000; WAJCHENBERG et al.,
2002; CHAN et al., 2004; DESPRES & LEMIEUX, 2006; YANG, 2008; GIL et al., 2011).
Os depositos de gordura possuem caracteristicas diferentes, ndo somente relacionadas ao
metabolismo celular, mas também quanto a sua capacidade de formar novos adipécitos
(CINTI, 2005; GIL et al., 2011; CINTI, 2012). Estes dados, juntamente com a analise do
indice de Lee, evidenciam claramente outra caracteristica desse modelo, que é a hipertrofia
adipocitica, onde ha aumento no contetdo das células de gordura (BERNARDIS &
PATTERSON, 1968; MACHO et al., 2000).

Para individuos saudaveis, os musculos da respiracdo permitem que ar pulmonar seja
constantemente renovado, superando as for¢as de recolhimento elastico dos tecidos
pulmonares e parede toracica e o impedimento a passagem de ar ao longo das vias aéreas.
Sabendo que as propriedades fisiologicas e a mecanica pulmonar mudam em determinadas
patologias humanas, essas tém sido reproduzidas em animais experimentais (BATES, 2009).

Obesidade induz a inimeras mudancas na funcdo e mecénica pulmonar. O principal

efeito da obesidade na funcdo pulmonar € a reducdo da capacidade residual funcional (CRF),
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0 que promove alteracBes ventilatdrias com baixos volumes e consequentemente a uma
diminuicdo do calibre das vias aéreas e aumento da resisténcia destas durante a respiracéo
(FARAH et al., 2011). A medicdo do aumento da resisténcia de vias aéreas € executada
utilizando-se testes inalatorios padronizados com agonistas constritores de vias aéreas,
comumente histamina ou MCh e o relaxamento das vias aéreas ap0s o desafio constritor pode
ser avaliado através da administragdo de farmacos broncodilatadores. No presente estudo, 0s
experimentos foram realizados com nebulizagdo de Sal, MCh e Salb. Os resultados da
mecanica pulmonar demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre as medidas basais
e apos a nebulizacdo com salina, nos parametros R,y, Gtis, Htis e n, demonstrando que o
veiculo da droga (a solucdo salina) ndo causa broncoconstricio e broncodilatacdo. A
nebulizacdo da MCh ao invés da administracdo via intravenosa, aproxima-se mais da situacdo
utilizada, por exemplo, em um teste de espirometria (WAGERS et al., 2002; JONASSON et
al., 2009). Porém, segundo Jonasson et al. (2009), a administracdo de forma inalada talvez
cause ma distribuicdo do farmaco na arvore traqueobrénquica, levando a resposta heterogénea
das vias aéreas periféricas.

Petak e colaboradores (1997) estudaram os efeitos da administracdo de MCh inalatéria
e intravenosa em ratos, e a analise da responsividade pulmonar destes animais revelou que o
padrdo de alteracdo mecanica nas vias aéreas e no parénquima dependia do local de acéo da
MCh, que por sua vez estava intimamente relacionado & sua forma de administrag&o.
Enquanto a infusdo intravenosa induzia somente broncoconstricdo, a versao aerossol foi capaz
de evocar constricdo tanto de tecido como de via aérea, 0 que pode decorrer da presenca e
atividade diferencial de receptores muscarinicos (colinérgicos) do tipo M3 no musculo liso
das vias aereas e M1, localizados nas paredes alveolares. Os receptores M3, responsaveis por
respostas constritoras de vias aéreas, parecem ser mais facilmente ativados pela infuséo
venosa de MCh, enquanto o agonista aerossol necessita ser difundido através do epitélio
respiratorio antes de atingir o musculo. J& os receptores M1, localizados nas paredes dos
alvéolos e envolvidos nas respostas do parénquima, sao alcancados sem obstaculos pela via
inalatoria (PETAK et al., 1997).

A mecanica do sistema respiratério € marcadamente alterada quando a musculatura
brénquica € desafiada com agentes broncoativos e como ela se transforma nas diversas
doengas pulmonares, o desafio com agonistas da musculatura lisa, portanto, serve como

método adequado para auxiliar na compreensdo de determinadas patologias respiratdrias.
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Com a utilizacdo do ventilador pressupfe-se que os pulmdes sejam ventilados
homogeneamente (BATES, 2005). Contudo, a administragdo de broncoconstritores causa
heterogeneidade regional na pressdo alveolar (BATES & SUKI, 2008). Com base nisso, a
perturbacdo em volume denominada pelo ventilador de TLC foi realizada para o recrutamento
dos alvéolos e diminuicdo da heterogeneidade pulmonar.

A andlise dos parametros da mecénica respiratoria como, por exemplo: Ray, Gtis e
Htis, tém sido utilizadas em muitos estudos para a caracterizagao do sistema respiratorio, pois
permite separar 0s componentes centrais e vias aéreas dos componentes de tecido periférico
(PINTO, 2008). A resisténcia e a elastancia observadas neste modelo tém significado
fisiologico direto, ou seja, a resisténcia significa o impedimento a passagem de ar pelas vias
aéreas (ou o atrito da passagem do ar pelos ductos aéreos) (CARVALHO & ZIN, 2011) e a
elastancia assume principalmente a dificuldade em se expandir os compartimentos alveolares
(BATES, 2009).

Na obesidade a resisténcia do sistema respiratério humano, tanto das vias aéreas
quanto pulmonar total, se mostra aumentada de acordo com o aumento do IMC, porém neste
estudo nenhuma das resisténcias se mostrou aumentada (MCCALLISTER; ADKINS;
O’BRIEN JR, 2009). No presente estudo, houve aumento do pardmetro Gtis apos a
administracdo do agente broncoativo MCh em ambos 0s grupos, o que pode ser esclarecido
pela contracdo da musculatura lisa dos brénquios e bronquiolos. J& para 0 aumento na Ry,
uma possivel explicacdo fisioldgica se deve a contracdo da musculatura lisa, causando a
diminuicdo do calibre das vias aéreas. Esta diminuicdo no didmetro aumenta a dificuldade da
passagem do ar pelos ductos aéreos, exigindo maior gradiente de pressdo para se alcancar o
mesmo fluxo de quando a musculatura estava relaxada (BATES, 2009).

A Htis ndo apresentou diferenca entre o grupo de ninhada reduzida e o de ninhada
normal. E possivel que a obesidade ndo tenha impacto na elastancia tecidual até que uma
quantidade mais importante de tecido adiposo tenha se acumulado (JOHNSTON et al., 2008).
A tendéncia a aumento de H apds a aplicacdo da MCh, por sua vez, pode ser elucidado pela
distribuicdo dos alvéolos nos pulmdes. Os alvéolos estdo distribuidos de tal forma que séo
interdependentes, ou seja, se um grupo de alvéolos € estirado, esta forca de estiramento ira se
espalhar para os alvéolos que estiverem ao seu redor. Assim, a broncoconstri¢cdo originada
pela MCh causa o estiramento dos alvéolos proximos aos bronquios e bronquiolos,
aumentando a rigidez do parénquima pulmonar. O parénquima mais rigido dificulta a

insuflacdo dos compartimentos alveolares, ou seja, aumentando a elastancia pulmonar. Na
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obesidade pode haver aumento da elastancia, assim como no caso da fibrose cistica que causa
0 enrijecimento do parénquima pulmonar, ja o enfisema, causado pela destruicdo da estrutura
do parénquima pulmonar, causa a diminui¢do deste parametro (COHEN, et al., 2004). Nos
parametros Ra, Gtis e Htis ndo houve relaxamento significativo apds a administracdo de
Salb, o que pode ser atribuido ao tempo de acdo de 10 minutos utilizado, que pode variar de
10 a 20 minutos (RIESENFELD et al., 2010; HORIBA et al., 2011). Porém, devido a
dificuldades técnicas, como manter o animal vivo durante o extenso procedimento (devido a
inclusdo dos parametros basal, Sal, MCh, Salb e as perturbacdes de TLC), optou-se por
realizar um tempo menor de aplicacdo da droga. Outra explicacdo seria com relacdo a
presenca de citocinas, como por exemplo, a IL-13 que pode diminuir os efeitos
broncoprotetores de Salb e estar associada com o aumento da hiper-responsividade a MCh
(HORIBA et al., 2011).

A hiper-responsividade observada nos camundongos de ambos os grupos foi atribuida
ndo somente as vias respiratorias, mas também ao parénquima pulmonar, pois resisténcia
tecidual e elastancia tecidual, os pardmetros que refletem a mecanica do tecido pulmonar,
apresentaram diferencas com a administracdo da MCh (JOHNSTON et al., 2008).

A 75 representa relacdo entre dissipagdo e conservacdo de energia nos tecidos
pulmonares, sendo representada pela razdo » = G/H (FEITOSA, 2012). E possivel observar,
no presente estudo, aumento deste parametro nos animais da ninhada reduzida desafiados com
Salb quando comparados aos animais da ninhada normal submetidos ao mesmo tratamento. A
diferenca observada nesse parametro apds a administracdo do Salb pode ser devido a
heterogeneidade pulmonar causada pela broncoconstricdo, ou também por uma grande
variagdo na resposta a drogas P, agonistas, que pode ocorrer por aumento na inflamacéo das
vias respiratdrias, causando regulacdo negativa da funcéo de receptor p (SHORE et al., 1997;
SHORE, 2002). Outra explicagdo seria devido a modificacdo da rede das fibras de colageno e
de elastina que pode ser um determinante para o aumento da 7 (ROCCO et al., 2003).

Além das medidas funcionais, as avaliagbes morfométricas sdo utilizadas para
quantificar o grau de destruigdo das paredes alveolares (JOHANSON & PIERCE, 1972;
FUSCO, et al., 2002). Neste estudo houve reducdo da porcentagem de alvéolos normais,
aumento do colapso alveolar no grupo de reducdo de ninhada, o que pode conduzir a presenca
de heterogeneidades e ao aumento da viscoelasticidade do pulméo e/ou pressdo heterogénea,

juntamente com mudancgas no contetdo de fibras colagenas e elasticas (ROCCO et al., 2003).
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A resposta inflamatéria é caracterizada por alteragdo da permeabilidade endotelial e
recrutamento de células inflamatdrias. Neste contexto, os animais da ninhada reduzida
apresentaram aumento do infiltrado de células MN e PMN quando comparado aos animais
ninhada normal. Esse aumento, principalmente de macréfagos, neutréfilos e linfécitos pode
conduzir ao desenvolvimento de hiper-responsividade brénquica, assim como liberacdo de
mediadores inflamatérios e citocinas que amplificam a inflamacdo (WENZEL, 2003; HARA
et al.,, 2006). O aumento do numero de células inflamatérias correlaciona-se com o
comprometimento do parénquima pulmonar e a persisténcia da inflamacdo cronica pode
induzir a um reparo do tecido, conhecido como remodelamento, que envolve alteracdes
estruturais da parede das vias aéreas com uma deposicdo muitas vezes desarranjada das fibras
da MEC (SAETTA; TURATO; LUPPI, 2002; PHIPPS et al., 2004). Entretanto, este processo
de reparo ndo restaura a estrutura e funcdo normal do tecido levando a alteracdes fisiologicas
e patoldgicas (LAURENT, 1991).

Lucey et al.,, (2002) descrevem a participacdo do processo inflamatério no
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (MEC), demonstrando que
macrofagos ativados liberam mediadores como IL-1B ¢ TNF-a que podem ativar diretamente
as vias de transducdo de sinais, afetando a producdo de matriz do tecido conjuntivo, sintese de
enzimas proteoliticas e a apoptose.

O processo de remodelamento pulmonar envolve um constante processo de reparo e
regeneracdo das estruturas da parede das vias aéreas e parece contribuir significativamente
para a perda de funcdo pulmonar, principalmente em pacientes com asma grave (IN’T VEEN
et al., 2000; MAUAD et al., 2004). Qualquer alteracdo na parede alveolar € provavelmente
consequéncia da mudanca na composicdo de colageno do tecido (LANG et al., 1994). No
presente estudo, foi observado pelo Western Blot um aumento da deposicdo de fibras
colagenas pulmonares, sugerindo maior remodelamento pulmonar periférico nos animais da
ninhada reduzida, provavelmente decorrente de inflamacao, pois as citocinas liberadas podem
estimular a producéo de fibras elasticas e de colageno | e Il por miofibroblastos e por outros
mecanismos como desequilibrio na sintese e degradagdo na matriz extracelular.

Yuan e colaboradores, demonstraram em seu estudo que as fibras de colageno e
elasticas contribuem para a elasticidade do tecido durante a respiracdo normal (YUAN et al.,
2000). No presente estudo, ndo observou-se relagéo entre elastancia tecidual, alteragdes na
resisténcia do tecido e o resultado do Western Blot de colageno Il e de elastina.

Provavelmente as alteracdes na MEC contribuiram para os resultados negativos de H o que
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corrobora com os resultados do estudo de Phipps et al. (2004). Acredita-se também que a
realizacdo da mecénica pulmonar com térax fechado pode ocultar as altera¢cdes pulmonares,
pois um torax intacto é necessario para regular a resisténcia e as conexdes parenquimatosas do
sistema respiratorio.

A organizacdo e a interacdo entre colageno e elastina e ndo s6 o numero absoluto
destas constituem importantes fatores que influenciam no comportamento mecanico pulmonar
(MIJAILOVICH et al., 1994; YUAN; INGENITO; SUKI, 1997). Estudos prévios sugerem
que os contetdos destas fibras influenciam diretamente a rigidez e viscosidade do parénquima
pulmonar (FAFFE et al., 2002; FAFFE et al., 2006).

Tais alteracbes podem ser ao menos em parte responsaveis pelo efeito do Salb nos
animais do grupo de ninhada reduzida, conduzindo a perda do efeito broncodilatador, e
aumento do fechamento de vias aéreas em episédios de broncoconstricdo (MAUAD et al.,
2004). Rocco e colaboradores (2003) apresentaram a hipdtese de que o aumento na
quantidade de fibras elasticas, principalmente fibras oxitalanicas, poderia ser responsavel pela
perturbagdo da organizagdo tridimensional da matriz extracelular, o que levaria a um impacto
maior sobre a mecanica dos tecidos do que a quantidade efetiva de cada componente da fibra.
Estes resultados sdo suportados pela observacdo de que a # do tecido ndo é determinada
somente por fibras colagenas e elésticas, mas provavelmente por um efeito de rede (YUAN et
al., 2000).
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel concluir que:

- A inducdo da obesidade através do modelo de reducdo de ninhada foi eficaz, pois
observou-se aumento do peso corporal dos animais da ninhada reduzida em relacdo a ninhada
normal, assim como da gordura retroperitoneal e periepididimal e Indice de Lee.

- A medida da mecéanica respiratéria em camundongos induzidos a obesidade néo foi
capaz de detectar alteracOes fisioldgicas nos pardmetros Ray, G, H e 1 entre os grupos, nos
valores basais, apds a administracdo de salina e MCh. Com relagdo ao salbutamol apenas 1
apresentou diferenca significativa entre os grupos, o que pode estar relacionado a
heterogeneidade pulmonar causada pela MCh, assim como ao remodelamento observado
através do Western Blot. Demonstrando que o modelo de obesidade utilizado, ndo se mostrou
eficaz em produzir alteracbes mecénicas pulmonares, ndo apresentando alteracfes na
resistividade das vias aéreas.

- O modelo de obesidade em questdo apresentou aumento do ndmero de alvéolos
colapsados e diminuicdo dos alvéolos normais e aumento de células inflamatorias.

- O conteudo proteico de elastina no grupo ninhada reduzida apresentou uma tendéncia
a reducdo, porém ndo significativa e, inversamente, a quantidade de colageno tipo IlI
aumentou no parénquima pulmonar dos animais da ninhada reduzida, indicando o processo de

destruicdo e remodelamento do parénquima pulmonar.
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