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RESUMO

A Ouabaina é um esteroide cardiotdnico inicialmente descrito como uma
substancia de origem vegetal. Em 1991, a sua producdo enddgena por
mamiferos superiores foi identificada e desde entdo suas acdes fisioldégicas vém
sendo estudadas. Trabalhos do nosso grupo demonstraram que a ouabaina
modula a resposta inflamatoria aguda induzida por diferentes agentes flogisticos,
sendo também capaz de interferir negativamente no perfil inflamatorio
desencadeado pela Leishmania (L.) amazonensis. A lesdo pulmonar aguda
(LPA) € uma doenca inflamatéria caracterizada por inflamacdo aguda e extenso
acumulo de polimorfonucleares e de mediadores pro-inflamatorios, que culmina
com dano alveolar difuso podendo levar o paciente a 6bito por hipoxemia severa.
N&o ha dados na literatura sobre os efeitos da ouabaina na LPA. Objetivos:
Avaliar o efeito imunomodulador de ouabaina em modelo murino de LPA induzida
por LPS. Métodos: Camundongos BALB/c machos foram tratados via
intraperitoneal com ouabaina na dose de 0,56 mg/Kg por um periodo de trés dias
consecutivos, 1h ap6s o udltimo tratamento os animais foram desafiados via
intranasal com LPS (2,5 mg/Kg); 24h ap6s o desafio, os animais foram
eutanasiados, as amostras biologicas coletadas e os parametros inflamatérios,
incluindo migracéo celular, exsudato proteico, producao de citocinas, expressao
de TLR4 e alteracdes histopatoldgicas foram entdo avaliados. Os dados foram
analisados pelo software PRISMA. Resultados: O tratamento com a ouabaina
diminuiu a migracao de leucécitos totais para o sitio inflamado (48,84%), evento
este, associado a diminuicao da migracdo de neutroéfilos (70,7%) e independente
da migracdo de macréfagos. Ouabaina também diminuiu o exsudato proteico na
regido bronco-alveolar (26,32%) e a producéao das citocinas TNF-a (14,80%), IL-
6 (47,07%) e IL1-B (33,59%), entretanto essa reducdo na producdo desses
mediadores ndo mostrou relacdo com a expressao do TLR4. Adicionalmente, as
alteracdes histopatologicas caracteristicas da LPA também foram reduzidas pelo
tratamento com ouabaina. Conclusdes: Os resultados obtidos demonstram que
ouabaina possui acao anti-inflamatoria na LPA induzida por LPS.

Palavras-chave: ouabaina; lesdo pulmonar aguda; LPA; SDRA; LPS



ABSTRACT

Ouabain is a cardiotonic steroid initially described as a substance of plant origin.
In 1991, the endogenous production of higher mammals was identified and since
then their physiological actions have been studied. Work of our group have
demonstrated that ouabain modulates the acute inflammatory response induced
by different phlogistic agents, also being able to interfere negatively in
inflammatory profile triggered by Leishmania (L.) amazonensis. Acute lung injury
(ALI) is a serious inflammatory disease characterized by acute inflammation,
extensive accumulation of polymorphonuclear leukocytes and accumulation of
proinflammatory mediators, which culminates with diffuse alveolar damage and
which may cause the patient died due to severe hypoxemia. There is no data in
the literature on the effects of ouabain in ALI. Objectives: Evaluate the
immunomodulatory effect of ouabain in a murine model of ALI induced by LPS.
Methods: BALB / ¢ mice were treated intraperitoneally with ouabain at a dose of
0.56 mg/ kg for a period of three consecutive days, 1 hour after the last treatment
the animals were challenged intranasally with 40ul of an LPS solution (2 5 mg /
kg); 24 hours after challenge, the animals were euthanized, the collected
biological sample and inflammatory parameters, including cell migration, protein
exudates, cytokine production, TLR4 expression and histopathological changes
were then evaluated. Data were analyzed by PRISMA software. Results: The
treatment with ouabain decreased total leukocytes migration to the inflamed site
(48,84%), this event associated with decreased neutrophil migration (70,71%)
and independent of macrophage migration. The ouabain also decreased the
exudate protein in the broncho-alveolar region (26,32%) and production of the
cytokines TNF-a (14,80%), IL-6 (47,07%) and IL1-B (33,59%), however this
reduction in the production of these mediators was not related to the expression
of TLR4. Additionally, the ALI histopathology changes were also reduced by
treatment with ouabain. Conclusions: The results show that ouabain has anti-
inflammatory action in ALI induced by LPS.

Keywords: ouabain; acute lung injury; ALI; ARDS; LPS
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1. INTRODUCAO

1.1 Glicosideos cardiacos

Os glicosideos cardiacos sao compostos organicos de origem natural e/ou
sintética que compartilham a capacidade de atuar sobre a for¢a contratil do masculo
cardiaco (MIJATOVIC et al., 2007). Quimicamente, sdo compostos que possuem
grande diversidade estrutural, entretanto, todos os membros do grupo apresentam um
nacleo esteroidal com uma unidade lactona na posicdo C-17 e um ou mais residuos
glicosidicos na posicdo C-3 (PRASSAS e DIAMANDIS, 2008). A natureza do anel
lactbnico classifica os glicosideos cardiacos em dois grupos: bufadienolideos, que
apresentam uma pirona (anel lactonico insaturado formado por seis membros) e
cardenolideos, que apresentam uma butirolactona (anel lacténico insaturado formado
por cinco membros) (DE SOURAV, et al., 2016) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura geral e classificagdo dos glicosideos cardiacos
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Fonte: Adaptado de De et al. (2016).

Devido a acao ionotropica, alguns membros dessa familia tém estado em
utilizacdo clinica hd muitos anos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva e arritmia atrial (NEWMAN et al., 2008), e 0 mecanismo farmacolégico
responsavel por esse efeito esta bem caracterizado (SMITH, 1989). Esse mecanismo
se relaciona a capacidade dos digitalicos de se ligarem a superficie extra-celular da
bomba Na*/K* ATPase (HOFFMAN, 1966), principal proteina transportadora de ions
na célula. Essa proteina, utiliza a energia obtida da hidrdlise de moléculas de ATP

para dirigir o transporte ativo dos ions potassio (para o interior da célula) e sédio (para
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0 exterior da célula) na proporcao estequiométrica 2:3. Dessa forma, sua principal
funcao fisioldgica descrita € manter o gradiente eletroquimico através da membrana
plasmética, o que é essencial para o transporte secundéario de diversos substratos
organicos e inorganicos (KAPLAN, 2002). Ao inibir a atividade dessa bomba, os
digitalicos promovem o aumento dos niveis intracelulares de Na*. Como resultado, ha
alteracdo no gradiente estequiométrico do Na* e a atividade do trocador Na*/Ca?* é
reduzida, promovendo um acimulo de Ca?* no interior das células musculares
cardiacas e consequentemente o aumento da forca de contracdo (SMITH, 1989;
JORGENSEN, HAKANSSON e STEVEN, 2003).

O uso médico dos glicosideos cardiacos se iniciou em 1775 quando o médico
inglés Willian Withering descobriu que extratos das plantas conhecidas popularmente
como “dedaleiras” (plantas do género Digitalis) ajudavam na melhora clinica de
pacientes que apresentavam grande acumulo de liquido na regido abdominal (PECK
e WILKISON, 1950). Em 1930, a digoxina foi isolada da Digitalis lanata e assim, como
outros derivados semelhantes, passou a ser utilizada para o tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (KELLY e SMITH, 1996). Outros glicosideos
cardiacos foram encontrados em venenos de determinadas espécies de sapos
(MEYER e LINDE, 1971) e a presenca de moléculas desse tipo em tecidos de
mamiferos foi postulada com base em consideracdes teoricas e fisioldgicas.

Evidéncias celulares e moleculares da presenca de glicosideos cardiacos
endégenos em tecidos humanos foram obtidas inicialmente em estudos que
demonstraram que extratos de tecido do cérebro (FISHMAN 1979; LICHTSTEIN e
SAMUELOV, 180) e do hipotdlamo (HAUPERT e SANCHO, 1979) inibem a atividade
da Na*/K+ ATPase. A partir desta constatacéo, diversos estudos foram realizados e a
presenca de glicosideos cardiacos em tecidos e na circulacdo de mamiferos
superiores foi entdo confirmada.

O primeiro glicosideo cardiaco a ser identificado no organismo humano foi a
ouabaina (HAMLYN et al., 1991; MATHEWS et al., 1991; SCHNEIDER et al., 1998),
seguido pela digoxina (GOTO et al., 1990b; QAZZAZ et al., 2004). Além destes, outros
glicosideos cardiacos foram identificados em érgdos como cérebro e glandulas supra-
renais, e em fluidos como urina, plasma e liquido cefalorraquidiano (WEIDEMANN,
2005). A biossintese desses hormoénios tem como precursores o colesterol e a
progesterona (HAMLYN et al., 2003; QUAZZAZ et al., 2004) e ocorre em sua maioria

no coértex da glandula adrenal, sendo controlada por horménios como angiotensina ll,
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endotelina e adrenalina (GOTO et al., 1990; LAEDO et al., 1994; LAREDO et al.,
1997).

Os glicosideos cardiacos enddgenos, de maneira semelhante aos exdgenos,
se ligam e inibem a bomba Na*/ K* ATPase. Diversos estudos tém mostrado a Na*/ K*
ATPase como um transdutor de sinal versatil, sugerindo que a ligacdo desses
compostos a essa bomba leva a ativacdo de diversas vias de transducdo de sinal,
promovendo a regulacao de diversos estados fisiolégicos e patoldgicos (SCHONER,
2002; SCHONER e SCHEINER-BOBIS, 2007;). A capacidade de transducao de sinal
desta proteina € uma propriedade independente de sua funcdo de bombear ions
(SEGALL, et al., 2003) e ocorre quando os glicosideos cardiacos se ligam a ela
promovendo altera¢cdes conformacionais que favorecem a sua interagdo com outras
proteinas. Esse processo, depende das doses e concentragBes dos glicosideos
cardiacos e essas vias, uma vez ativadas, regulam processos celulares como
crescimento celular (LIU et al., 2004), motilidade celular (BARWE et al., 2005) e
apoptose (WANG et al.,2003).

Foi constatado que vias de sinalizacdo como a da proteina cinase ativada por
mitégeno (MAPK) e a do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB), que participam na
regulacdo do crescimento e da sobrevivéncia do tumor, podem ser moduladas por
glicosideos cardiacos (PRASSAS e DIAMANDIS, 2008). Dessa forma, em adi¢do aos
efeitos cardiacos, os digitalicos vém sendo utilizados na clinica para o tratamento de
alguns tipos de neoplasias (HAUX et al., 2001).

Adicionalmente, alguns estudos demostram que os glicosideos cardiacos
modulam negativamente a resposta inflamatoria por interferir em parametros como a
migracao de leucdcitos para o sitio inflamado, a expressdo de moléculas de adeséo e
a producdo de citocinas e quimiocinas. Nesse contexto, glicosideos como a digoxina,
digitoxina, oleandrina, e ouabaina, ttm demonstrado efeitos promissores em diversos
modelos de inflamacédo (ESPOSITO; POIRIER e CLARK, 1989; YANG et al., 2005;
MANNA; SREENIVASAN e SARKAR, 2006; IHENETU et al., 2008; TAKADA et al.,
2009; DE VASCONCELOS et al., 2011; JACOB et al., 2012; LEITE, 2012; LEITE et
al., 2015).
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1.2 Quabaina

A ouabaina é um glicosideo cardiaco que foi obtido inicialmente da casca de
ouabaio (Acokanthera ouabaio) e das sementes de estrofanto (Strophantus gratus),
plantas digitalicas da familia Apocynaceae, encontradas em regifes tropicais e
subtropicais (BLAUSTEIN, 1993). Sua estrutura quimica compreende uma
ouabagenina (porcdo esteroidal), uma ramnose (porcao glicosidica) e uma lactona
(figura 2) (ROBBERS et al., 1997). Essa molécula, foi o primeiro digitalico encontrado
em mamiferos superiores, tendo sua producdo enddégena confirmada por Hamlyn e
colaboradores em 1991, quando isolaram esse glicosideo no plasma humano e
mostraram que ele era quimicamente, biologicamente e imunologicamente igual a
ouabaina obtida a partir de vegetais (HAMLYN et al., 1991; MATHEWS et al., 1991,
FERRANDI et al., 1997; SCHONER, 2000).

Figura 2 - Estrutura quimica da ouabaina

Fonte: Leite et al. (2012).

A ouabaina enddgena foi encontrada em varios fluidos corporais e em quase
todos os tecidos. As concentracdes mais elevadas foram observadas na hipofise, no
hipotalamo e na adrenal (HAMLYN et al.,1991; HAMLYN et al.,1998; LI et al., 1998).

A sintese de ouabaina pela adrenal foi estudada em experimentos com cultura
de tecidos bovinos, foi demostrado que ocorre na regiéo cortical (QAZZAZ, EL-MASRI
e VALDES, 2000; DORIS et al., 1996; LAREDO, HAMILTON e HAMLYN, 1994;
PERRIN et al., 1997) e é estimulada pelo hormbnio adrenocorticotréfico (ACTH), pela
Angiotensina Il (ANG 1l) (LAREDO, HAMILTON e HAMLYN,1995), pelo aumento da
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concentracdo plasmatica de sodio e do volume extracelular e por estados de hipoxia
(BLAUSTEIN, 1993). Aléem disso, foi constatado que agonistas a-1 adrenérgicos
também promovem estimulacdo da liberacdo de ouabaina, indicando que o sistema
nervoso simpatico esta envolvido na regulacdo da liberacdo deste hormdnio para a
corrente sanguinea (Fig. 3) (LAREDO et al.,2000). Os precursores enddgenos da
ouabaina séo a progesterona e a pregnolona, e a sintese € dependente de isoforma
especifica da enzima 11B-hidroxilase (HAMLYN et al., 2003).

Figura 3 - Esquema de liberacéo fisioldgica da ouabaina
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Fonte: Adaptado de Schoner (2002).

Apés ter sua producdo enddégena confirmada, a ouabaina passou a ser
largamente estudada e desde entdo varias constatacfes acerca de sua participacédo
em mecanismos fisiolégicos e patolégicos vém sendo realizadas (BAGROV e
SHAPIRO, 2008; VARDAMAN e BUCKALEW, 2015; GROSS e HARRINGTON, 2016).
Os niveis circulantes de ouabaina enddgena variam de 0,5 a 2,0 nM (DVELA-
LEVITTM et al., 2015a) e evidéncias demonstram que a liberacdo desse hormdnio
pode ser modificada de acordo com o estado fisioldgico do organismo (SIMONIN et
al., 2015), sendo maior em seres humanos hipertensos (MANUNTA et al., 1999), apds
0 exercicio fisico agudo (BAUER et al.,2005) e durante a gravidez (DELVA et al.,
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1989). Os niveis de ouabaina enddgena também sdo maiores em pacientes com
insuficiéncia renal (MANUNTA et al., 2011), em pacientes que sofreram infarto agudo
do miocardio (GOTO et al.,1996) e em pacientes que sofrem de insuficiéncia cardiaca
congestiva (HAMLYN et al.,1991). Em adicdo aos seus efeitos hipertensivos, a
ouabaina enddgena modifica a funcdo cardiaca e modula a proliferacdo e
diferenciacdo celular no coracdo (AYDEMIR-KOKSOY et al., 2001) rim (LI et al.,
DVELA-LEVITT et al., 2015), e musculo liso vascular (PADILHA et al., 2011). Além
disso, também é capaz de aumentar o tdnus vascular e reduzir o fluxo sanguineo renal
(MANUNTA et al., 2011).

A ouabaina participa da resposta do organismo ao estresse e sua participacao
na hipertensdo neurogénica (GRASSI, 2004), que tem como um dos principais
mecanismos desencadeadores a liberagdo de ANG Il, vem sendo constatada
(LAZARTIGUES, 2010). Por inibir a Na*/K*-ATPase, a ouabaina diminui o potencial
de membrana neuronal, promovendo exacerbacdo do efeito excitatorio simpatico
desencadeado pela ANG Il (PULINA et al., 2010). Adicionalmente, a ouabaina
estimula o nucleo paraventricular e aumenta a liberacdo de ANG Il (ZHANG et al.,
2008). Esses efeitos, associados a diminuicdo da expressdo da sintase de oxido
nitrico neuronal (nNOS) (CAMPESE; YE; ZHONG, 2002) e ao aumento da expressao
de receptores da angiotensina do tipo 1 (AT1) (LIU et al., 2008) promovem o aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico contribuindo para a manutencdo da
hipertensdo neurogénica (GABOR; LEENEN, 2009).

Alguns estudos indicam a ouabaina como um neuromodulador com diversas
acdes no sistema nervoso central em especial no hipotalamo. Foi constatado que esse
glicosideo cardiaco participa no desenvolvimento de doencas como o transtorno
bipolar, manias e outros distirbios comportamentais (ELMALLAKH et al., 1995; LI et
al., 1997; LEHMANN et al., 2006; YU et al., 2010; YU et al., 2011; AMODEO., 2016).
Além disso, foi demonstrado que concentragdes elevadas de ouabaina (40 a 400uM)
promovem diminuicdo da recaptacédo de noradrenalina nas sinapses, aumentando a
concentragéo deste neurotransmissor em células hipocampais (VATTA et al., 2004).
Adicionalmente, em 2005 Reinés e colaboradores mostraram que o tratamento com
ouabaina promove acdo neuroprotetora por regular negativamente a expressdo dos
receptores de glutamato NMDA, relacionados ao fendmeno de excitotoxicidade
glutamatérgica, em modelos murinos de isquemia e reperfusdo (REINES et al., 2005).
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1.3 Efeito da ouabaina no sistemaimune e no processo inflamatério

O sistema imunoldgico é constituido por uma intrincada rede de 6rgéos,
células e moléculas, capaz de manter a homeostase do organismo (CRUVINAL et al.,
2010). O processo inflamatoério, pode ser definido como uma resposta protetora,
desencadeada por qualquer tipo de injuria, promovendo a eliminacdo do agente lesivo
com possivel restauracao total do tecido e com a atuacéo de diversos mediadores e
tipos celulares (MARIOTTI, 2004). Embora seja uma resposta protetora, 0 processo
inflamatorio quando exacerbado ou desregulado pode causar danos aos tecidos e
gerar uma série de doencas a exemplo das alergias, das doencas auto-imunes e da
lesdo pulmonar aguda, dentre outras (WILSON; TRUMPP, 2006).

A resposta imune pode ser modulada fisiologicamente ou farmacologicamente
por substancias ativas que reparam e reprimem as respostas indesejadas ou que
estimulam o sistema imunitario (CHAUSSABEL; PASCUAL; BANCHEREAU, 2010).

A ouabaina é um glicosideo capaz de regular células do sistema imune, alterar
a expressao de proteinas e modular niveis de mediadores inflamatérios, interferindo
em diversos aspectos da resposta imunologica (ECHEVARRIA-LIMA E RUMJANEK,
2006; RODRIGUES-MASCARENHAS et al.,2009). Assim como outros glicosideos
cardiacos, a ouabaina se liga & Na*/K* ATPase afetando o transporte de ions e
alterando a atividade desta bomba. Entretanto, foi constatado que concentragdes de
ordem de grandeza menores do que aquelas necessarias para causar inibicdo da
Na*/K* ATPase, sdo capazes de regular diversos parametros inflamatérios, indicando
que alguns dos efeitos da ouabaina no sistema imune resultam de um mecanismo
diferente da tradicional inibicdo da bomba (SAUNDERS e SCHEINER-BOBIS, 2004,
SPIVAK et al., 1980).

Em relacdo a sua acdo em células linféides, foi constatado que ouabaina
promove inibicdo da proliferacdo de linfocitos induzida por fitohemaglutinina
(QUASTEL e KAPLAN, 1968) e por outros estimulos como éster de forbol (OLEJ et
al.,1994; BRODIE et al.,1995), anti-CD3 (SZAMEL et al., 1995) iontforo de célcio
(JENSEN et al., 1977) e interleucina 2 (IL-2) (REDONDO et al, 1986). Adicionalmente,
em linfécitos maduros de sangue periférico a ouabaina induziu um aumento na
expressdo do proto-oncogen c-myc, levando parte dessa populacdo a morte por
apoptose (OLEJ et al., 1998).
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Timécitos murinos expostos a ouabaina tiveram proliferacdo celular induzida
pela concavalina-A inibida (SZAMEL; SCHNEIDER; RESCH, 1981), inducdo da
expressdo de CD69 por um mecanismo dependente do influxo de calcio extracelular
(RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2003), apresentaram diminuicao dos niveis do
fator nuclear de ativagcéo das células T c1 (NFATc) e reducao da atividade da proteina
quinase ativada por mitégeno p38 (MAPK p38) (RODRIGUES-MASCARENHAS et
al.,2008).

Alguns estudos demonstram acao sinérgica da ouabaina com glicocorticoides,
tanto num modelo in vivo, onde a administracdo combinada de ouabaina com
hidrocortisona promoveu atrofia timica decorrente da diminui¢éo da celularidade por
aumento da apoptose (RODRIGUES-MASCARENHAS; DOS SANTOS e
RUMJANEK, 2006), como num modelo in vitro, onde concentragbes elevadas de
ouabaina promoveram despolarizacdo da membrana plasmatica de timdcitos e
potencializou a morte dessas células induzida por glicocorticoide (MANN et al., 2001).
Adicionalmente, o processo de maturacdo de linfécitos B (LB) foi modulado pela
ouabaina e acredita-se que esse efeito seja decorrente do sinergismo desse
glicosideo com glicocorticoides, pois 0 mesmo resultado ndo foi evidenciado in vitro
(DE PAIVA et al., 2011). Outros resultados indicam que a ouabaina regula a dindmica
de linfocitos B em érgdos periféricos, entretanto ndo altera a concentracéo de IgM e
IgG total no plasma de animais tratados (SILVA et al., 2016).

Recentemente foi demostrado que ouabaina modula o processo de
maturacéo de células dendriticas, tendo em vista que a incubacdo com 100nM desse
glicosideo promoveu a abolicdo da expressdo de CD83 e o aumento da expressao
CD86 e HLA-DR (NASCIMENTO et al., 2014). Adicionalmente, a funcdo de monécitos
humanos também foi modulada. Nessa populagéo celular a ouabaina aumentou os
niveis de célcio intracelular, induziu a expressdo de moléculas de superficie como
CD69, CD86 e CD80, aumentou a capacidade endocitica e estimulou a producéo das
citocinas IL-13 e TNF-a (TEIXEIRA e RUMJANEK, 2014). Em adi¢éo, ouabaina regula
negativamente a expressdo de mCD14, uma molécula de superficie envolvida na
resposta dos macréfagos contra patdégenos bacterianos e fungicos e na fagocitose
(VALENTE et al., 2009).

A ouabaina apresenta um papel modulador em diversos modelos de

inflamacéo, por reduzir a migracdo de células inflamatorias para o sitio inflamado,
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interferir na producéo de citocinas e inibir a via de mediadores inflamatorios (TAKADA
et al.,2009). Vem sendo constatado que esse glicosideo é capaz de interferir em
diversos aspectos da resposta inflamatéria aguda induzida por distintos agentes
flogisticos, a exemplo da carragenina e do composto 48/80 e que sua atividade
antiedematogénica e antinociceptiva estid relacionada a inibicdo da acdo de
mediadores como prostaglandina e bradicinina (DE VASCONCELOS et al., 2011). Em
estudos utilizando um modelo de leishmaniose experimental in vivo foi constatado que
a ouabaina interfere na resposta inflamatéria desencadeada pela Leishmania (L.)
amazonenses, em especial nos eventos iniciais, como a migracdo de neutrofilos e a
producao das citocinas TNF-a e INF-y (JACOB et al., 2012). Além disso, experimentos
in vitro mostraram que ouabaina ndo afeta a capacidade endocitica de macréfagos e
em um modelo de peritonite, ouabaina promoveu a reducdo da atividade do NF-kB
induzida pelo zimosan, reduzindo parametros relacionados a esse fator de transcri¢ao
(LEITE et al.,2015). Ouabaina tem também mostrado efeito imunomodulador em um

modelo murino de inflamacé&o alérgica pulmonar (dados ainda néo publicados).

1.4 Leséo pulmonar aguda

A lesdo pulmonar aguda (LPA) e sua forma mais grave, a sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA) sdo doencas inflamat6rias pulmonares,
caracterizadas clinicamente pela ocorréncia aguda (<7 dias) de hipoxemia grave e
infiltrado pulmonar bilateral visivel na radiografia do térax (BUTT et al., 2016). Ambas,
sao responsaveis por elevadas taxas de mortalidade em todo o mundo e h& evidéncias
de que muitos dos pacientes que sobrevivem a LPA ou a SDRA possuem qualidade
e duracao de vida diminuidas (RUBENFELD et al., 2005; DOWDY et a.,2006).

Segundo a Conferéncia de Consenso Européia-Americana, LPA e SDRA se
diferenciam de acordo com a gravidade da hipoxemia. Onde, pacientes com LPA
apresentam a relacdo entre a PaO: (pressao arterial parcial de oxigénio) e a FIO2
(fracdo inspirada de oxigénio) < 300, e pacientes que evoluiram para a SDRA
apresentam a relacdo PaO2/ FIO2< 200 (PARKET et al, 2011).

A LPA foi inicialmente descrita por por Ashbaugh e Petty em 1967 (WALKEY
et. al., 2012) e desde entdo € considerada uma sindrome frequente, complexa e com

muitos fendtipos clinicos. Sua etiologia pode ser dividida em causas diretas, quando
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a injuria acomete o pulmdo, e em causas indiretas quando o pulmdo é
secundariamente afetado. Dentre as causas diretas podemos citar a
broncopneumonia, aspiracdo do contetudo géstrico, inalacdo de fumaca, contuséo
pulmonar, experiéncia de quase afogamento e embolia gordurosa. Nas causas
indiretas temos os fatores clinicos predisponentes como sepse severa, bacteremia,
multiplas fraturas 0sseas, pancreatite, trauma ndo pulmonar, overdose de drogas e
transfusdo de sangue (RANDHAWA e BELLINGAN, 2007; MACCALLUM e EVANS,
2004; WALKEY et. al., 2012).

Nos Estados Unidos cerca de 150 mil pacientes por ano recebem um
diagnostico de LPA e essa sindrome afeta um em cada dez pacientes em UTI, tendo
uma taxa de mortalidade que varia de 22% a 58% dependendo da gravidade
(MACKAY e AL-HADDAD, 2010; BUTT etal., 2016). Em alguns estudos foi constatado
gue fatores como idade e raca parecem estar relacionados com a mortalidade, tendo
em vista que ela € mais significativa quanto maior for a idade do paciente
(RUBENFELD et al.,2005; FLORI et al.,2005) e que afro-americanos tem taxa de
mortalidade maior quando comparados a caucasianos (ERICKSON et al.,2009). Esse
aumento do risco de morte é independente do sexo, da etiologia da lesdo pulmonar
ou de comorbidades.

Diversos modelos experimentais tém sido propostos para o estudo da LPA
e a utilizacdo de modelos animais para mimetizar a LPA em humanos tem se
mostrado uma ferramenta bastante Util, tendo em vista que esses modelos séo
capazes de reproduzir os mecanismos e as consequéncias dessa enfermidade,
incluindo as mudancas fisioldgicas e patologicas que ocorrem. Para mimetizar a
LPA direta em modelos animais, a administracdo de endotoxinas, como 0s
lipopolissacarideos (LPS) presente na parede de bactérias gram-negativas, tem
ocorrido em grande medida e tém assim, uma longa histdria nesta area de
pesquisa, sendo a LPA induzida por LPS o segundo modelo experimental mais
realizado em pesquisas cientificas nessa area (MATUTE- BELO et al., 2008).

O LPS é um potente ativador da resposta imune inata via receptor TLR4 e sua
utilizacao fornece informacdes sobre os efeitos da resposta inflamatoria no hospedeiro
gue sofre com a infeccéo bacteriana (MORRIS e LI, 2012). Adicionalmente, o LPS &
facilmente administrado e sua administragdo nasal ou intratraqueal é acompanhada

por um aumento de polimorfonucleares e de citocinas inflamatoérias no espaco aéreo,
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eventos que tendem a ser bem reproduzidos em experimentos (MATUTE-BELLO et
al., 2008).

Apesar do grande numero de estudos, atualmente a LPA ainda ndo possuli
tratamento especifico, a terapia principal € a de apoio focada no tratamento da
condicao subjacente e nas técnicas de manejo do paciente, incluindo principalmente
ventilagdo mecanica adequada (WHEELER e BERNARD, 2007; RAGHAVENDRAN
et al.,, 2008; WALKEY et al.,, 2012). Pode-se dizer entdo, que a LPA & uma
necessidade médica ndo atendida e que novas terapias devem ser desenvolvidas
para melhorar os resultados clinicos e diminuir a mortalidade (JOHNSON e
MATTHAY, 2010).

1.5 Fisiopatologia da LPA

A LPA é uma sindrome de etiologia multifatorial caracterizada inicialmente
pelo rapido aparecimento de dispneia, hipoxemia, insuficiéncia respiratoria, infiltrados
celulares bilaterais e edema pulmonar (WARE e MATTHAY; 2000). O inicio rapido da
insuficiéncia respiratoria é resultado da hipoxemia arterial devido ao edema rico em
proteinas na regido alveolar, diminuicdo da complacéncia pulmonar e disfuncéo do
surfactante (GREGORY et al., 1991; LEWIS e JOBE, 1993). Para o controle do rapido
aparecimento da insuficiéncia respiratoria geralmente ha a necessidade de ventilacdo
mecanica (NUCKTON et al., 2002).

Essa sindrome manifesta-se como uma lesao rigorosa, difusa e heterogénea
dos lbébulos pulmonares levando a quebra da barreira alvéolo-capilar e
comprometendo a fungdo pulmonar (HUDSON e STEINBERG, 1999). Bidpsias
pulmonares de pacientes com LPA na fase aguda mostram uma lesdo morfologica
especifica chamada de dano alveolar difuso (KATZENSTEIN et al.,1995) com edema
pulmonar rico em proteinas, macréfagos, neutrofilos e eritrécitos nos espacos
alveolares (PRATT et al, 1979). O epitélio alveolar é destruido e a membrana basal
revestida por uma membrana hialina rica em fibrina (BACHOFEN e WEIBEL,1977).
Microtrombos podem ser encontrados nos capilares pulmonares e a presenca de
leséo no endotélio desses vasos podem ser visualizadas com o auxilio de microscopia
eletrbnica (BACHOFEN e WEIBEL,1982).
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A fase aguda da LPA pode ser resolvida sem sequelas, entretanto diversos
pacientes progridem para uma fase mais prolongada, caracterizada por falha
respiratOria persistente, hipoxemia persistente, crescente diminuicdo da complacéncia
pulmonar e por um quadro histolégico conhecido como alveolite fibrosante, onde ha
fibrose, angiogénese e reducgéo parcial do edema pulmonar (FUKUDA et al; 1987;
ANDERSON e THIELEN, 1992; PRATT et al, 1979). Essa fase € complicada e
geralmente provoca hipertensdo pulmonar grave acompanhada de insuficiéncia
ventricular direita (MATTHAY e BROADDUS, 1994). A alveolite fibrosante se
desenvolve ap0s muitos dias durante o curso da LPA, entretanto, o seu
desenvolvimento ou ndo esta relacionado aos eventos inflamatérios e a gravidade da
les&o inicial (CHESNUTT et al., 1997; CLARK et al., 1995; OLMAN et al., 2002).

A LPA ¢, portanto, uma doenca devastadora com estagios patoldgicos
distintos. Onde a inflamacao pulmonar é resultado da resposta imune do corpo a uma
variedade de estimulos locais ou sistémicos. Em pacientes que sobrevivem nas fases
subsequentes inflamatorias e fibroproliferativas, a transicdo do prejuizo para a
resolucao e recuperacao € um processo ativo que depende de uma série de eventos

altamente coordenados e regulados pelo sistema imunolégico (BUTT et al., 2016).

1.6 Imunologia da LPA

1.6.1 Papel dos macréfagos alveolares e dos TLRs

Os macrofagos sé@o células essenciais para a imunidade inata e
desempenham funcdo de destaque no pulmao e nos espacos alveolares. Diversos
estudos apoiam a importancia dos macrofagos em iniciar e manter a resposta
inflamatoria, tendo papel crucial na iniciacdo e desenvolvimento da LPA (AGGARWAL
et al., 2014). Adicionalmente, estudos tem sugerido a participacdo dessas células no
processo de recuperagao e reparacao da doenca (HEROLD e MAYER, 2011).

Macrofagos alveolares representam a primeira linha de defesa celular contra
particulas e microbios em suspensdo. Essas células permanecem em exposi¢do
continua com o mundo externo (LASKIN et al.,2001) e expressam diversos receptores
de reconhecimento de padrdo, a exemplos dos receptores do tipo toll (TLRsS), que

reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e preparam a
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célula para iniciar uma resposta imunitaria rapida e organizada (Figura 4 A) (GORDON
e TAYLOR, 2005; TAYLOR et al., 2005).

Para iniciar a resposta imune, a ligacdo de moléculas patogénicas aos
receptores de reconhecimento de padrdo ativa os macrofagos alveolares. Uma vez
ativadas essas células promovem a transcricdo de fatores nucleares e liberam uma
variedade de mediadores que promovem a potencializacdo da resposta imune inata e
propagam o processo inflamatorio no espaco alveolar (AGGARWAL et al., 2014)
levando ao desenvolvimento da lesdo pulmonar aguda (LEIKAUF et. al,2014). Tais
mediadores incluem espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS), enzimas
proteoliticas, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetaria e citocinas (Figura 4 B)
(MARSHALL et al, 2002; GROENEVELD, 2003).

Um dos conceitos emergentes em imunologia aplicada ao desenvolvimento
da LPA é o papel dos receptores de reconhecimento de padrdo em especial dos TLRs
nesse processo (BUTT et al., 2016). Os TLRs sao receptores presentes em células
imunes, a exemplo dos macrofagos e neutrofilos, e em células ndo imunes, que
reconhecem padrdes moleculares presentes em patdégenos microbianos nao
conservados em eucariotos e ativam o sistema imune, montando a resposta inata e
organizando a resposta adaptativa (KAWAI e AKIRA, 2010; MEDZHITOV, 2001).
Esses receptores reconhecem uma variedade de PAMPs a exemplos de RNA e DNA
viral, B-glucana de fungos e LPS bacteriano (RIFKIN et al., 2005) e ativam as células
que os expressam, dando inicio ao processo inflamatério.

Existem cerca de 10 TLRs funcionais em humanos (AKIRA e TAKEUCHI,
2006) e todos sdo receptores transmembranares que apresentam dois dominios
distintos, um extracelular que interage com o agente patogénico e outro intracelular
gue esta envolvido na sinalizacdo (BROZ e MONACK, 2013).

Os TLRs compartilham diferentes vias de sinalizacéo, a exemplo de vias que
promovem ativacdo das MAP quinases JNK e p38, além da ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB (AKIRA et al., 2006). Tem sido relatado que a ativacao do NF-kB
via TLR desempenha papel importante na patogénese de doencas pulmonares, em
especial da LPA (PAHL, 1999; JIANG et al., 2005; CHAN et al., 2015), tendo em vista
gue a ativacdo desse fator € necessaria para a transcricdo das citocinas TNF-q, IL-
18, IL-6 e IL-8 (GOODMAN et al.,2003) consideradas mediadores chaves no

desenvolvimento da doenca (Figura 4 B).
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1.6.2 Papel das citocinas e dos neutrofilos

A resposta inflamatoria na LPA € iniciada, amplificada e modulada por uma
rede complexa de citocinas produzidas por uma variedade de tipos celulares no
pulma&o, incluindo fibroblastos, células epiteliais e células inflamatorias (GOODMAN et
al., 2003). O aumento de citocinas proinflamatérias ocorre como resposta direta a
infecc@o ou injuria celular e niveis persistentemente elevados de IL-1B, IL-6, IL-8 e
TNF-a no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) de pacientes com LPA séo fortes
indicativos de predisposicdo a mortalidade (MEDURI et al., 1995; MARSHALL et al,
2002; BUTT et al., 2016).

O TNF-a e a IL-1B sé&o as citocinas mais precoces da resposta inflamatoria
aguda e seus papeis na LPA ja estdo bem estabelecidos (GOODMAN et al.,2003).
Essas citocinas sdo produzidas predominantemente pelos macrofagos alveolares em
resposta a insultos pulmonares diretos ou indiretos e agem localmente promovendo
potentes efeitos inflamatoérios que incluem o aumento da expressao endotelial de
moléculas de adesdo (EDER, 2009), aumento da permeabilidade vascular,
estimulacdo de células epiteliais, ativacdo de células mononucleares e
polimorfonucleares (figura 4 B) (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004), além de
atuarem como fatores de crescimento para fibroblastos e promover a angiogénese
(WITKAMP e MONSHOUWER, 2000). Adicionalmente, a IL-6 também ¢€ liberada e
potencializa os eventos pro-inflamatérios iniciais no espacgo alveolar (FIELDING,
2008).

A citocina IL-8 é uma quimiocina liberada por macréfagos alveolares e por
células epiteliais que funciona como um potente fator atrativo para neutrofilos,
direcionando a migracao dessas células para o pulméo e favorecendo sua ativagao
(GOODMAN et al., 2003). Diversos estudo tem mostrado que a IL-8 desempenha um
papel central no progresso da LPA (GROENEVELD, 2003), tendo em vista que em
modelos experimentais especificos o bloqueio da ac¢do desta quimiocina protege
animais contra o desenvolvimento da doenca (FOLKESSON et al, 1995).

O saldo de quimiocinas produzidas localmente pelos macrofagos alveolares é
importante para a direcdo e migracdo dos neutrofilos que em resposta a esse

gradiente quimico atravessam o endotélio e migram para o espaco alveolar onde séo
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ativados (GARCIA-RAMALLO et al, 2002). Uma vez ativados, os neutrdfilos liberam
enzimas proteoliticas (PITTET et al., 1997), fator de ativacéo plaquetaria , metabdlitos
do acido araquidénico além de ROS e enzimas oxidativas como a mieloperoxidase
(Figura 4 B) (KOTHARI et al, 2011), todos esses mediadores sdo considerados
citotoxicos e intensificam o processo inflamatorio levando as manifestag¢es clinicas
caracteristicas da LPA (Figura 4 C) (GINZBERG et al., 2001; MORAES et al., 2006).

Os neutréfilos desempenham um papel essencial na LPA, sua migracéao e
ativacdo é uma marca na progressado da doenca. Apesar de sua atividade ser vital
para a defesa do hospedeiro, 0 excesso de ativacdo provoca dano tecidual grave
(GRAMMES e SOEHNLEIN, 2011). A prova da importancia dos neutrofilos no
desenvolvimento da LPA vem de dados clinicos e de estudos com modelos animais.
Foi constatado que em pacientes com LPA, a concentracao de neutréfilos no BALF se
correlaciona com o0 avanco da doencga, ao passo que a deplecdo de neutrofilos em
camundongos reduz a sua gravidade (ABRAHAM et al, 2000).

A inflamacdo mediada pelos neutréfilos € normalmente finalizada por sua
apoptose, com subsequente eliminacdo dessas células do espaco aéreo por
fagocitose pelos macrofagos alveolares (MATUTE-BELLO et al., 1997), entretanto
durante a LPA a funcéo dos neutrofilos se torna desregulada (FAN et al, 1998). Tem
sido evidenciado que durante a LPA os neutréfilos tém meia-vida prolongada devido
ao atraso da fagocitose, ou atraso da apoptose (FIALKOW et al, 2006) fornecendo a
essas células uma vida atil mais longa e permitindo seu acumulo no tecido pulmonar
(CHOPRA et al, 2009).
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Figura 4 - Imunologia da LPA
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6 e IL-8. Essas citocinas em conjunto promovem a ativacdo endotelial aumentando a
expressao de moléculas de adesdo, aumentam a permeabilidade vascular, estimulam a
producdo de proteinas de fase aguda, ativam os neutréfilos e promovem a quimiotaxia
dessas células para o espaco alveolar. Ao ganharem o espaco alveolar os neutréfilos
liberam diversos mediadores citotoxicos, como proteinases e espécies reativas de
oxigénio que intensificam o processo inflamatério e causam danos teciduais graves. A
injuria epitelial e endotelial na LPA resulta em comprometimento da barreira alvéolo
capilar e tanto o endotelio capilar quanto o epitelio alveolar sofrem aumento de
permeabilidade o que favorece o influxo de liquido rico em proteinas para 0 espago
alveolar culminando com edema intersticial e alveolar. Adicionalmente, a injuria epitelial
promove a destruicdo dos pneumacitos tipo | e Il, ocasionando a deposicdo de membrana
hialina e diminuindo a produgéo do surfactante. Dessa forma, o edema intersticial e
alveolar, o estreitamento da membrana alveolar, a diminuicdo da producéo de surfactante
e 0 acumulo de neutrdfilos no alvéolo leva a um quadro histologico caracteristico da LPA
conhecido como dano alveolar difuso, que clinicamente manifesta-se por hipoxemia grave
(Pa02/ FIO2<300), que pode evoluir para a SDRA (PaO./ FIO, < 200). Fonte: Adaptado
de GROMMES e SOEHNLEIN (2011).

Considerando que a lesdo pulmonar aguda é uma doenca inflamatéria com

elevadas taxas de mortalidade e que a ouabaina é uma substancia capaz de modular

negativamente a resposta imune dimunindo o processo inflamatério em diferentes

modelos de inflamag&o, esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito anti-

inflamato6rio da ouabaina frente a um modelo murino de lesdo pulmonar aguda

induzida pelo LPS e assim, contribuir para um melhor entendimento de suas agdes no

sistema imunoldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel anti-inflamatério de ouabaina em um modelo murino de

lesdo pulmonar aguda induzido por LPS.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a acdo de ouabaina na migracdo de leucdcitos totais e

diferenciais (macréfagos e neutrofilos) no BALF dos animais com LPA experimental;

v' Avaliar a acdo de ouabaina na permeabilidade vascular pulmonar pela
determinacao do influxo de proteinas para o espaco bronco-alveolar dos animais com

LPA experimental;

v' Avaliar a acdo de ouabaina no infiltrado celular no tecido pulmonar e na

formacéo de edema pulmonar, parametros histopatoldgicos caracteristicos da LPA;

v' Avaliar a acdo de ouabaina na producéo das citocinas pré inflamatérias
TNF-a, IL-18, IL-6 na regido bronco-alveolar dos animais com LPA experimental,

v' Avaliar a acdo de ouabaina na expressao do TLR4 nas células presentes

no fluido do lavado bronco-alveolar dos animais com LPA experimental;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Substancias e sais

A lista das substancias utilizadas encontra-se no apéndice A.

3.1.2 Aparelhos e equipamentos

A lista dos aparelhos utilizados encontra-se no apéndice B.

3.2 Métodos

3.2.1 Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c machos com idade entre 6-8
semanas, pesando de 20 a 259 foram utilizados na metodologia experimental de leséo
pulmonar aguda (LPA) induzida por LPS. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12 horas
(6h00 as 18h00 claro e de 18h00 as 6h00 escuro) com livre acesso a agua
(autoclavada) e a uma dieta controlada, a base de racédo do tipo pellets (PURINA)
durante todo o periodo de experimentacdo. Cada grupo experimental foi constituido
de 6 animais. Para avaliacao da reprodutibilidade dos resultados foram realizadas trés
repeticbes de cada protocolo experimental. Todos os procedimentos experimentais
foram conduzidos de acordo com as orientac6es do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), além de observar as exigéncias dispostas na
Lei n°11794/2008. A eutanasia e a anestesia dos animais foram realizadas pela
administracdo intra-muscular (i.m.) de solucdo anestésica contendo 29 mg/mL de
cetamina e 1,91 mg/mL de xilasina em solugao salina (NaCl 0,9%). Os animais
utilizados nesse trabalho foram fornecidos pelo biotério Prof. Dr. Thomas George do
IPeFarM/UFPB. Os procedimentos experimentais desse trabalho foram analisados e
aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA/UFPB) sob a certiddo n°
029/2016 (ANEXO A).



42

3.2.2 Preparo da ouabaina

Para todos os experimentos a ouabaina foi preparada na dose de 0,56 mg/Kg.
Para tanto, uma solucdo mée de ouabaina foi preparada na concentracéo de 1 mg/mL
em salina estéril, imediatamente antes do uso. A dose utilizada foi baseada em
estudos prévios (DE VASCONCELOS et al., 2011; JACOB et al., 2013; LEITE et
al.,2015; DA SILVA, et al., 2016).

3.2.3 Protocolo experimental de LPA induzida por LPS

Para induzir a lesdo pulmonar aguda, os animais foram previamente
anestesiados como descrito anteriormente (item: 3.2.1 Animais) e receberam por
instilacdo nasal, 40 yL de uma solucdo contendo LPS (LPS de Escherichia coli -
Sigma-Aldrich®) na dose de 2,5 mg/Kg diluido em salina estéril e preparado
imediatamente antes do uso (OLIVEIRA, 2014). O grupo controle recebeu a mesma
guantidade do veiculo estéril via intranasal. Os animais foram mantidos em condi¢des
normais e 24 horas apos o desafio foram eutanasiados por overdose anestésica e 0
material biolégico foi entdo coletado. Coletou-se o fluido do lavado broncoalveolar
(BALF), para quantificacdo de citocinas e determinacdo do influxo de proteinas
(sobrenadante), contagem de células e marcacao celular (pellet); tecido pulmonar,

para avaliacdo histopatoldgica (infiltrado celular e edema).

3.2.4 Tratamento dos animais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (BASAL, LPS,
OUA, OUA+LPS e DEXA+LPS) todos constituidos por 6 animais. O grupo BASAL
representa animais saudaveis (ndo desafiados com LPS), que expressam 0s niveis
imunologicos basais; o grupo LPS (desafiados com LPS), representa animais doentes,
que apresentam alteragBes imunolégicas devido a um quadro patolégico de
inflamacgéo pulmonar aguda; o grupo OUA representa animais saudaveis tratados com
ouabaina; o grupo OUA+LPS representa os animais tratados com ouabaina e
desafiados com LPS; por fim o grupo DEXA+LPS representa os animais tratados com

dexamentasona (DECADRON®) e desafiados com LPS. Os animais foram tratados
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com ouabaina (0,56 mg/Kg) via intraperitoneal por trés dias consecutivos antes do
desafio ou tratados com dexametasona (2 mg/Kg) um unico dia antes do desafio, o
grupo BASAL recebeu apenas o veiculo (salina estéril) durante os tratamentos. Apos
1 hora do ultimo tratamento com ouabaina e do tratamento com dexametasona 0s
animais dos grupos LPS, LPS+OUA e LPS+DEXA foram desafiados com LPS. Para
tanto, esses animais receberam via instilacdo nasal (i.n.) 40 uL de uma solucéo de
LPS na dose de 2,5 mg/Kg que foi gotejada nas narinas até total absor¢éo (OLIVEIRA,
2014). O esquema dos tratamentos e do protocolo de LPA podem ser visualizados na

tabela 1 e na figura 5.

Tabela 1 - Esquema dos tratamentos na lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

GRUPOS TRATAMENTOS DESAFIO

BASAL - Salina (i.n.)

OUA Ouabaina 0,56 mg/kg (i.p.) Salina (i.n.)
LPS - LPS 2,5 mg/kg (i.n.)
LPS+OUA Ouabaina 0,56 mg/kg (i.p.) LPS 2,5 mg/kg (i.n.)
LPS+DEXA Dexametasona 2,00 mg/kg (i.p.) LPS 2,5 mg/kg (i.n.)

Figura 5. — Esquema representativo do protocolo experimental de les&o pulmonar
aguda induzida por LPS

r 1 T 1

Ouabaina 0,56 mg/Kg
(dias1,2e3)ou
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Células totais;
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3.2.5 Determinacao da migracédo de leucdcitos totais e diferenciais no

Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF)

Para quantificacdo do numero total das células e do niamero de células
diferenciais, 24 horas apos o desafio com LPS, os animais foram eutanasiados,
em seguida a tragueia foi exposta com auxilio de pinga e tesoura cirurgica, para
maior visualizagéo dessa estrutura os lobos da glandula tireoide foram retirados e
entdo foi inserido um cateter periférico 1V-18G de poliuretano (Descarpack) para
a coleta do BALF. No cateter foi conectada uma seringa contendo 1 mL de HBSS-
/- gelado, este foi administrado na traqueia e direcionado para o pulmé&o.
Inicialmente foi injetado apenas 0,5 mL de HBSS-/- gelado, aguardou-se um
tempo de 10 segundos e entdo foi aspirado o mesmo volume, finalizando a
primeira lavagem, em seguida foi injetado todo o volume de HBSS-/- gelado
contido na seringa de 1 mL, apés 10 segundos foi aspirado, sendo realizado a
segunda lavagem, o BALF coletado foi transferido para um tubo tipo eppendorf e
armazenado no gelo, para preservar a viabilidade celular. Em seguida uma nova
seringa foi conectada ao cateter e foi injetado mais 0,5 mL de HBSS-/- gelado,
repetindo a espera de 10 segundos e aspirando todo o BALF contido no pulméo,
realizando assim trés lavagens, o BALF foi transferido para o mesmo tubo
eppendorf, totalizando o BALF com 1,5 mL de HBSS-/- gelado.

Uma aliquota do BALF (10 pL) foi retirada e adicionada, na proporgao 1:4,
a 30 pL de solugao de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), que lisa as heméacias e
cora os leucdcitos do BALF. Foi entao retirado uma aliquota de 10 pL da solugéo
de Turk com BALF e levada a camara hemocitométrica (Neubauer), sendo
realizada a contagem das células totais no microscopio 6ptico (40 X - BX40,
OLYMPUS) (Figura 6). A equacao 1 demonstra o calculo que baseia os resultados
das células totais, onde: C; € o numero de Células Totais do BALF, C.y € 0 nUmero
de Campos da Céamara Hemocitométrica (CH), C. € o numero de Células

Contadas na CH, e F, é o Fator de Diluigcdo do BALF.

Cc Cc
Cr=— Fp=—-4.10%
T7Cy P 4
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Apo6s a contagem das células totais ser realizada, o BALF foi centrifugado
(centrifuga CR422, JONAM) em 1000 RPM a 4°C por 5 minutos. Os
sobrenadantes foram retirados e congelados a -20°C para posterior dosagem de
citocinas.

As células do BALF foram ressuspensas em 500uL de HBSS- gelado e
homogeneizado, em seguida foi retirado 200 yL da suspensao celular que foi
posteriomente centrifugado na citospin (FANEN, Sao Paulo, SP, Brasil Mod 2400).
As laminas obtidas foram fixadas e coradas pelo método pandtico (Kit Pandtico,
Renylab), o qual se baseia em trés passos principais: a fixacdo das células na
lamina por acdo de um fixador, um corante basico cora de azuis estruturas acidas
como o nucleo das células, e um corante acido cora de rosa estruturas celulares
basicas como o citoplasma, entdo esses contrastes de coloracdo celular
proporcionam uma visualizacdo e contagem diferencial de células realizada por
microscopia oOptica.

Cada lamina foi percorrida até a contagem de 100 células, utilizando para
isso a objetiva de imerséo (100X), os leucdcitos contados foram divididos em duas

subpopulac¢des: macrofagos e neutrofilos.

Figura 6 - Esquema representativo da contagem de células totais e diferenciais
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3.2.6 Quantificacao das citocinas IL-6, IL-18 e TNF-a no BALF

O sobrenadante do BALF armazenado a -20°C foi utilizado para a
quantificacdo das citocinas IL-6, IL-1B e TNF-a. Para isso, foi utilizado o Teste
Imunoenzimético ELISA direto ou sanduiche, que se baseia nas intera¢des antigeno-
anticorpo. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o
protocolo especificado no Kit do fabricante de cada citocina (BIOSCIENCE, Inc.
Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

Placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura especifico para cada citocina, e incubadas por 18 h a 4 °C. Apés este periodo,
as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST) e os sitios
inespecificos foram bloqueados com a solucdo de bloqueio (PBS contendo 10 % de
SFB) por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e foram
adicionadas tanto as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracoes
das citocinas recombinantes para a realizacdo da curva. As placas foram novamente
incubadas por 18 horas a 4°C. Terminado o periodo de incubacéo, as placas foram
lavadas e o complexo detector formado pelo anticorpo de deteccdo biotinilado foi
adicionado as placas e incubadas por uma hora. Posteriormente, foram novamente
lavadas e o complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As
placas foram incubadas por meia hora a temperatura ambiente. Apds lavagens
adicionais, a reacao foi revelada pela adicdo da solucdo substrato contendo
tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio (H202) e ap6s 15 minutos, a
reacdo foi interrompida com acido sulfirico e a leitura realizada em leitor de microplaca
(MICROPLATE READER versa Max, tunable, BN 2529 Molecular Devices) a 450 nm.
As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das curvas-padrao.

A figura 7 demonstra esquematicamente e de forma geral a quantificacéo das
citocinas utilizando o ELISA sanduiche.
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Figura 7 - Esquema representativo do ensaio imunoenzimatico ELISA tipo
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3.2.7 Avaliacéao do influxo de proteinas para a regido broncoalveolar

A avaliacdo do influxo de proteinas foi realizada pela determinacéo dos

niveis de proteinas totais no BALF. Para quantificar proteinas totais do lavado

broncoalveolar foi utilizado o método do reativo do biureto que € uma solucéo de

sulfato de cobre (CuSOa) e tartarato duplo de sodio e potassio (KNaCsH40s). Os

fons cobre (Cu*?) em meio alcalino presentes no Reagente de Biureto reagem com

as ligacOes peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura. De forma que

guanto maior for a quantidade de proteinas no meio maior sera a intensidade de

cor da amostra. As amostras de BALF dos diferentes grupos experimentais foram

colocadas na presenca do reativo de biureto de acordo com as recomendacoes e

procedimentos indicados pelo kit de determinacdo de proteinas totais da

Biotécnica® e a leitura foi realizada em espectofotdmetro.




48

3.2.8 Avaliacdo da expressédo do TLR4

A avaliagao da expressédo do TLR4 foi realizada por citometria de fluxo,
para tal as células obtidas a partir do fluido do lavado broncoalveolar foram
ajustadas na concentracdo de 2,5x10° células/tubo de citbmetro. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS acrescido de soro fetal bovino (2%) por 12
minutos para blogqueio das ligacBes inespecificas. Posteriormente, as células
foram incubadas, mediante as instrugbes do fabricante, com o anticorpo anti-
TLR4. Apés a incubacéo, as células foram lavadas e suspensas em PBS para
leitura no citdmetro. A medida da fluorescéncia foi realizada em citdmetro de fluxo,
BD FACSCaliburTM com 4 cores, equipado com laser de ions de argonio de 15
mW em 488 nm e com laser diodo em 635 nm, resfriados a ar. A fluorescéncia foi
detectada apo6s passagem em filtro de 585 nm (FL2) e a populacdo de neutrdfilos
foi selecionada para a geracdo do histograma para a expressao do TLR4 (figura

8). Os resultados obtidos foram analisados empregando-se o software Flowjo.
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Figura 8 - Esquema de citometria de fluxo para andlise da expresséo do
receptor TLR4
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3.2.9 Avaliacéao da histopatologia pulmonar

Para avaliar as caracteristicas histolégicas pulmonar dos camundongos,
ambos os lébulos direito e esquerdo do pulméo de cada animal foram coletados
24 horas apos o desafio com LPS. Para isso, apés a eutanasia o térax do animal
foi aberto com auxilio de pinca e tesoura cirargica e entdo foi realizada uma
perfusdo cardiaca com administracdo de 20 mL de salina no coracdo, mais
precisamente no ventriculo direito, no intuito de realizar uma lavagem do pulméao.

Para evitar a digestdo do tecido por enzimas presentes no interior das
células (autdlise) ou por enzimas bacterianas, o 6rgdo foi embebido em fixadores:
formalina tamponada por 72 horas e logo apdés em alcool etilico 70% até o
momento do corte histolégico. Esse procedimento mantem a integridade do
tecido, uma vez que os fixadores preservam a estrutura dos tecidos ao interagirem
com 0s grupos amino das proteinas, por pontes de hidrogénio.

Os pulmdes fixados foram inicialmente hidratados por imersdes em agua
corrente durante 24 horas. ApOs esse procedimento as amostras foram

desidratadas em concentragfes crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%)
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(1 hora em cada concentracéo). O processo de desidratacao foi realizado porque
a agua presente nos tecidos ndo é miscivel em substancias apolares como a
parafina utilizada para a incluséo, além disso, a graduacéo nas concentragdes de
alcool é imprescindivel para que ocorra a desidratagcdo homogénea dos tecidos,
evitando que ocorram danos na estrutura tecidual durante o processamento da
amostra.

Apos a remocao do alcool, o tecido pulmonar passou duas horas imersos
em xilol e em seguida em parafina liquida (parafina histolégica- ERVIEGAS, Séo
Paulo, SP), mantida nesse estado com o auxilio de dispensador de parafina a
56°C — ponto de fusdo (CR422, JONAM) e posteriormente, o tecido foi transferido
para o molde (férma histoldgica) contendo parafina liquida. Poucos minutos apos
ser colocada na férma, a parafina solidificou e obteve-se o "bloco" de parafina
contento o fragmento do tecido em seu interior. Os blocos de parafina assim
formados, foram retirados das férmas e realizados cortes histolégicos com
espessura de 5um, com o auxilio de um micrétomo (SP Labor 300). Os cortes
foram colocados em banho-maria (38 — 39°C), e depois retirados com o auxilio de
laminas que em seguida foram colocadas para secar a temperatura ambiente. Na
Figura 8 esta a representacao simplificada e esquematica dos passos que foram

realizados no processamento das amostras pulmonares.
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Figura 9 - Esquema representativo do processamento histolégico
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3.2.9.1 Coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE)

Com os cortes aderidos as laminas, estes foram entdo corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e depois foi realizado a montagem das laminas,
preparando-as para as analises histolégicas. Como meio de montagem foi
utilizado o balsamo do canada. Cada grupo de animais teve seis laminas coradas
e analisadas.

A técnica de coloracdo hematoxilina-eosina (HE) é classica, basica e
dicrémica possuindo dois corantes: hematoxilina, corante basico que cora
componentes acidos como os nucleos de todas as células, e eosina corante acido
que cora componentes basicos como o0 citoplasma de todas as células,
proporcionando uma observacédo geral de todas as estruturas pulmonares. As
laminas foram inicialmente desparafinizadas por imersao no xilol durante 20 min.
Em seguida, as laminas passaram pelo processo de hidratacdo em alcool

absoluto, durante 10 minutos.
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As laminas foram colocadas sucessivamente em alcool 90, 80 e 70% por
5 min e por fim, agua destilada por 1 min. Entdo, foram imersas na hematoxilina
por 30 segundos, mergulhadas rapidamente em agua destilada, depois em agua
destilada novamente, com a finalidade de retirar o excesso de corante. Em
seguida, as laminas foram colocadas no corante eosina, por 5 min, e em seguida
desidratadas com alcool 80, 90% e absoluto 3 min em cada. O material histologico
passou pelo banho em xilol por 10 min, onde o primeiro xilol foi por 5 min e o
segundo xilol por mais 5 min. Apés coloracao foi colocado sobre o corte o balsamo
do canada e uma laminula. Depois, com auxilio de uma pinga, foram retiradas as
bolhas e a laminula foi comprimida com firmeza sobre o corte para o
espalhamento do balsamo. Apés 24h foram retirados os excessos de balsamo
para acabamento do preparo das laminas. Nas laminas coradas pela
hematoxilina-eosina os nucleos das células sdo corados de azul escuro, 0s
citoplasmas em rosa e em vermelho as hemacias.

Para analise morfol6gica dos cortes corados pela hematoxilina-eosina
(HE), foi criado um score histolégico no qual uma pontuacao de 0 — 4, foi atribuida
de acordo com o grau das alteracdes histoldgicas evidenciadas. A pontuacao foi
estabelecida de acordo com 0s seguintes critérios:

0 — Auséncia de alteracdes histologicas

1 — Grau leve: Alteracdes presentes em menos de 25% do campo
microscopico

2 — Grau moderado: AlteracGes presentes em cerca de 25 a 49% do
campo microscopico

3 — Grau acentuado: Alteracdes presentes em cerca de 50 a 75% do
campo microscopico

4 — Grau muito acentuado: alteracfes presentes em mais 75% do campo

microscopico

Os parametros analisados foram: infiltrado celular e edema intersticial (SU
et al., 2004)
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3.2.10 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrao
da média (e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o ANOVA “one-
way” seguido do teste de Dunnett, onde foram considerados significativos os
valores de *p< 0.05. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados
significativos quando comparados com o grupo Basal, e #p< 0.05; #p < 0.001 e
###p < 0.0001 foram considerados significativos quando comparados com o grupo
LPS.

Os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism®© versao 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.) e os obtidos a partir de citometria
de fluxo foram inicialmente processados pelo programa Flowing 2.5.1 e

posteriormente também analisados pelo Graph Pad Prism.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da ouabaina no nimero de células totais e diferenciais do
BALF de camundongos com LPA experimental

Os animais do grupo LPS apresentaram aumento significativo (p<0,0001)
no numero de leucocitos totais na regido bronco-alveolar quando comparados aos
animais do grupo BASAL, indicando que o desafio com LPS (i.n. 2,5 mg/Kg)
promoveu a migracao de células para essa regido, confirmando a viabilidade do
modelo experimental de lesdo pulmonar aguda. O pré-tratamento via
intraperitoneal com ouabaina na dose de 0,56 mg/Kg durante 3 dias consecutivos
levou a reducao de 48,84% dessa migracdo (Gréafico 1 A). Resultado semelhante
foi observado no grupo tratado com dexametasona, onde o tratamento com essa
droga padrdo promoveu reducédo de 54,05% na migracdo celular induzida pela
administragdo de LPS. Adicionalmente, os animais que foram tratados com
ouabaina e ndo sofreram desafio com LPS (grupo OUA) demonstraram niveis
celulares idénticos aos do grupo BASAL, indicando que ouabaina quando
administrada na auséncia de estimulo inflamatério ndo provoca alteracdes nesse
parametro.

Em relacd@o a andlise das células diferenciais, foi observado que o numero
aumentado de leucécitos no BALF dos animais desafiados com LPS esta
relacionado a migracdo de mondcitos (p<0,05) e neutréfilos (p<0,0001), e que a
diminuicdo desse numero apdés o tratamento com ouabaina é atribuida somente a
inibicdo da migracdo de neutrdéfilos. Tendo em vista que, apés o tratamento com
ouabaina houve reducéo de 70,7 % (p<0,0001) do numero de neutréfilos no BALF
dos animais (Grafico 1 B), entretanto o niumero de macrofagos nao foi alterado
(Grafico 1 C). Ja o tratamento com dexametasona, promoveu a reducao da
migracao celular de forma inespecifica, reduzindo tanto a migracéo de neutrofilos
(p<0,0001) como de mondécitos (p<0,001). O grupo OUA, que foi tratado com
ouabaina e nédo foi desafiado com LPS apresentou niveis de macrofagos e

neutrofilos iguais aos do grupo BASAL.
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Gréfico 1 - Efeito do tratamento com ouabaina na migracao de leucécitos

totais e diferenciais para o espaco broncoalveolar na lesdo pulmonar aguda

induzida por LPS.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média. ANOVA one way/teste de
Dunnet foram aplicados. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados
significativos quando comparados com o grupo Basal, e #p< 0.05; #p < 0.001 e ##p <
0.0001 foram considerados significativos quando comparados com o grupo LPS. Os
dados foram analisados pelo Graph pad Prisma 5.0 e os graficos sao de um experimento
representativo. (A) efeito do tratamento com ouabaina na migragédo de leucdcitos totais
para a regido broncoalveolar. (B) efeito do tratamento com ouabaina na migracéo de
neutréfilos para a regido broncoalveolar. (C) efeito do tratamento com ouabaina na
migragcdo de macréfagos para a regido broncoalveolar.

4.2 Efeito da ouabaina na permeabilidade vascular pulmonar

Para avaliar o efeito do tratamento com ouabaina sobre as alteracdes na
permeabilidade vascular que ocorrem durante a LPA foi feita a determinacéo da
concentracdo de proteinas totais no BALF dos animais dos diferentes grupos.
Como demostrado no gréfico 2, houve extravasamento significativo de proteinas
para a regido bronco-alveolar ap6s a administracao de LPS quando comparamos
0s animais desafiados com LPS aos néo desafiados (p<0,0001). Os tratamentos
com ouabaina ou com dexametasona reduziram de forma eficaz (p<0,0001) esse
extravasamento proteico (reducdo de 26,32% e de 30,41%, respectivamente),
indicando que houve consideravel reducdo do edema pulmonar. Os animais do
grupo OUA (tratados com ouabaina, mas ndo desafiados com LPS)

demonstraram niveis proteicos basais.
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Gréfico 2 - Efeito do tratamento com ouabaina no influxo de proteinas

para a regido bronco-alveolar e consequente formacdo do edema pulmonar
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Os valores representam a média + erro padrdo da média. ANOVA one way/teste de Dunnet
foram aplicados. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados significativos
guando comparados com o grupo Basal, e #p< 0.05; *#p < 0.001 e #p < 0.0001 foram
considerados significativos quando comparados com o grupo LPS. Os dados foram
analisados pelo Graph pad Prisma 5.0 e os graficos sao de um experimento representativo.

4.2 Efeito da ouabaina na producao das citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6

O grupo LPS apresentou niveis significantemente elevados (p<0,0001)
das citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6 no BALF, quando comparado
ao grupo de animais saudaveis (BASAL). O tratamento com 0,56 mg/Kg de
ouabaina por trés dias consecutivos promoveu reducao significativa (14,80%,
33,59% e 47,071% respectivamente) na producdo desses mediadores

inflamatorios induzida por LPS, como pode ser observado no grafico 3 (A,B e C).
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Gréfico 3 - Efeito do tratamento com ouabaina na producéo das citocinas

pré-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6
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Os valores representam a média + erro padrédo da média. ANOVA one way/teste de Dunnet
foram aplicados. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados significativos
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quando comparados com o grupo Basal, e *p< 0.05; #p < 0.001 e **p < 0.0001 foram
considerados significativos quando comparados com o grupo LPS. Os dados foram
analisados pelo Graph pad Prisma 5.0 e os graficos sdo de um experimento representativo.
A) efeito do tratamento com ouabaina na producdo de TNF-a. (B) efeito do tratamento com
ouabaina na producao de IL-1pB. (C) efeito do tratamento com ouabaina na producéo de IL-6.

4.3 Efeito da ouabaina na expresséo do TLR4

A fim de avaliar o0 mecanismo de acdo pelo qual ouabaina diminui a
resposta inflamatoria na LPA experimental induzida por LPS, foi avaliado por
citometria de fluxo o efeito do tratamento com ouabaina na expresséo do receptor
Tooll- like 4. A figura 10 ilustra o histograma representativo utilizado para analisar
a porcentagem da populacédo de neutrdéfilos positivas para a expressao do TLR4.
Os resultados representam a porcentagem de fluorescéncia da populacédo de
células dos animais tratados com ouabaina ou com dexametasona em relacdo as
células dos animais nao tratados. As porcentagens obtidas foram determinadas e
como podemos observar no grafico 4, o tratamento com ouabaina na dose de 0,56
mg/kg por 3 dias consecutivos ou com a droga padrdo dexametasona (2 mg/Kg
dose Unica) ndo alteraram a expressao deste receptor, indicando que o efeito de
ouabaina é independente da regulagcéo negativa do TLR4.
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Figura 10 - Histograma representativo para a expressao do TLR4
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O histograma representa o numero de eventos em fungdo da fluorescéncia do TLR4, as
células analisadas sdo os neutréfilos. A regido preenchida em cinza representa a
autofluorescéncia das células; a regido em azul representa as células dos animais desafiados
com LPS; a regido amarela representa as células dos animais tratados por trés dias
consecutivos com 0,56 mg/Kg de ouabaina e desafiados com LPS; a regido verde representa
as células dos animais tratados com dexametasona e desafiados com LPS. O histograma
corresponde a um experimento representativo

Grafico 4 - Efeito do tratamento com ouabaina na expressao do TLR4
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Os valores representam a média + erro padrdo da média. ANOVA one way/teste de
Dunnet foram aplicados. Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos.
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4.4 Efeito da ouabaina na histopatologia pulmonar da lesdo pulmonar
aguda

Para avaliar o papel da ouabaina nas alteragGes histopatologicas
pulmonares da LPA induzida por LPS em camundongos, foi realizada a anélise
histol6gica de seccdes pulmonares obtidas a partir dos animais dos diferentes
grupos experimentais. O grafico 5 demonstra o “score” histoldgico realizado a
partir das alteragbes morfoldgicas observadas nas figuras 11 e 12. Como pode
ser observado, a avaliagdo histolégica pulmonar mostrou intenso infiltrado de
células polimorfonucleares e edema intersticial nos animais do grupo LPS em
comparacdo aos animais do grupo BASAL, indicando que a administracédo
intranasal de LPS desencadeou a lesédo pulmonar aguda. A administracao de
ouabaina reduziu de forma significativa o infiltrado celular e o edema intersticial
no espaco aéreo provocando uma melhora no aspecto histopatolégico pulmonar
dos animais tratados com ouabaina em comparacdo aos do grupo LPS. O
tratamento com dexametasona promoveu reducgéao eficaz de todos os parametros
inflamatoérios analisados e observados no grupo LPS. Adicionalmente o grupo

OUA mostrou caracteristicas histologicas idénticas ao grupo BASAL.
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Figura 11 - Efeito do tratamento com ouabaina sobre as alteracdes morfolégicas do

pulm&o de animais submetidos a LPA induzida por LPS (aumento 100x)
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BASAL - apresenta aspecto histolégico normal e histoarquitetura pulmonar
preservada. OUA — o uso isolado de OUA ndo promoveu inflamacéo intersticial, infiltrado
celular, formacdo de edema e nem espessamento da parede alveolar, indicando que o
aspecto histolégico normal foi mantido. LPS — dano alveolar difuso com aumento da
permeabilidade da membrana alveolar observada por presenca de inflamacao intersticial,
infiltrado celular, edema pulmonar e espessamento da parede alveolar promovendo colapso
alveolar. LPS + OUA — promoveu diminuicdo da inflamacéo intersticial, do infiltrado celular, do
edema pulmonar, regressado da espessura da parede alveolar promovendo diminuicdo do
dano alveolar difuso e consequentemente do colapso alveolar. LPS+DEXA — promoveu
diminuicdo da inflamagéo intersticial, do infiltrado celular, do edema pulmonar, regressédo da
espessura da parede alveolar promovendo diminuicdo do dano alveolar difuso e
consequentemente do colapso alveolar. Coloracdo hematoxilina e eosina, ampliacdo 100x,
barra de escala 50um. BR: brénquio; VS: vaso sanguineo; AL: alvéolo.



Figura 12 - Efeito do tratamento com ouabaina sobre as alteragcdes morfoldgicas

do pulméo de animais submetidos a LPA induzida por LPS (aumento 400x)

BASAL - apresenta aspecto histolégico normal, histoarquitetura pulmonar preservada com
compartimento epitelial, intersticial e endotelial preservados. OUA - 0 uso de OUA isolado
ndo promove dano alveolar, infiltrado celular para o espacgo intersticial e edema. LPS — dano
alveolar difuso, aumento do fluxo de sangue nos capilares alveolares com vasodilatagdo com
aumento da permeabilidade vascular com aumento da migragéo de células j& com presenca
de neutroéfilos para o espaco intersticial e consequente instalagdo da inflamacéo intersticial,
edema pulmonar e espessamento da parede alveolar promovendo colapso alveolar. LPS +
OUA — promove reducao do dano alveolar difuso pela diminuicdo da permeabilidade vascular
ao reduzir o infiltrado celular com diminuicdo do nuimero de neutrofilos para o espaco
intersticial, diminuicAo do edema e consequente redugcdo da inflamacgdo intersticial
promovendo a preservacdo dos compartimentos alveolares. DEX + LPS - promove reducéo
do dano alveolar difuso pela diminuicdo da permeabilidade vascular ao reduzir o infiltrado
celular com diminuicdo do ndmero de neutréfilos para o espaco intersticial, diminuicdo do
edema e consequente redugéo da inflamacéo intersticial promovendo a preservagédo dos
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compartimentos alveolares. Coloracdo hematoxilina e eosina, ampliagdo 400x, barra de
escala 150um. BR: brénquio; VS: vaso sanguineo; AL: alvéolo.

Gréafico 5 - Score histologico do efeito do tratamento com ouabaina sobre as

alteracdes morfoldgicas no pulmao dos animais submetidos a LPA induzida por LPS
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Os valores representam a média + erro padrdo da média. ANOVA one way/teste de
Dunnet foram aplicados. Valores de **p< 0.001 e ***p< 0.0001 foram considerados
significativos quando comparados com o grupo Basal, e #p< 0.05; #p < 0.001 e ##p <
0.0001 foram considerados significativos quando comparados com o grupo LPS. Os
dados foram analisados pelo Graph pad Prisma 5.0. (A) representa o score referente ao
infiltrado celular e (B) representa o score referente ao edema pulmonar.
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5. DISCUSSAO

A ouabaina é um glicosideo cardiaco enddégeno que apresenta efeitos
cardiologicos, hemodinamicos e renais bem estabelecidos. Adicionalmente, seu
papel no sistema imunolégico vem sendo determinado (ECHEVARRIA-LIMA e
RUMJANEK, 2006). Trabalhos do nosso grupo demostram que o tratamento de
animais com ouabaina na dose de 0,56 mg/Kg promove modulagéo de diversos
parametros inflamatérios em varios modelos de inflamacéo (DE VASCONCELOS
etal., 2011; JACOB et al., 2012; LEITE et al.,2015)

A inflamacdo é um componente significativo de varias patologias a
exemplo da lesdo pulmonar aguda (LPA) que € uma doenca inflamatéria de
incidéncia mundial e potencialmente fatal, com elevadas taxas de morbidade e
mortalidade. H& evidencias de que a LPA cause cerca de 74.500 mortes por ano,
acometendo principalmente pacientes em unidades de terapia intensiva
(TSUSHIMA et al.,2009). Essa doenca possui diversas etiologias e varios fatores
predisponentes estdo associados ao seu desenvolvimento (BUTT et al., 2016). A
patogénese da LPA ainda ndo € bem estabelecida e atualmente ndo ha
tratamento farmacoldgico eficaz para a LPA por si s6. (FLORI et al.,2005;
WHEELER e BERNARD, 2007; RAGHAVENDRAN et al., 2008; WALKEY et al.,
2012). Nesse contexto, a busca por substancias capazes de modular o processo
inflamatorio durante LPA é bastante promissora e diversos modelos experimentais
tem sido propostos para melhor compreender a patogénese da doenca (MATUTE-
BELO, 2008).

A administracdo de lipossacarideo bacteriano (LPS) em murinos provoca
sintomas que se assemelham a LPA em humanos, e tem se destacado como uma
importante estratégia para explorar a patogénese e descobrir novas formas de
tratamento para essa sindrome clinica (MATUTE-BELLO et al., 2008). Diante disso, 0
presente trabalho propde avaliar a acdo imunomoduladora de ouabaina em um
modelo murino de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

Inicialmente foi avaliado o efeito da ouabaina na migracéo de leucdcitos para
o pulmao, tendo em vista que na LPA o recrutamento de leucécitos, em especial dos
neutrofilos, desempenha papel critico na patogénese e no desenvolvimento da
doenca. Os neutréfilos sdo as primeiras células a serem recrutadas e sua ativagao

tem papel central no inicio de uma resposta inflamatéria aguda. A liberacdo de
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produtos toxicos derivados de neutrofilos como ROS, proteases e metabdlitos do
acido araquidonico séo responsaveis pelos danos teciduais caracteristicos da LPA e
a persisténcia dessas células no pulmdo tem sido associada a um prognostico
desfavoravel (GROMMES e SOEHNLEIN, 2011).

Nesse estudo, constatamos que a administracéo de LPS por instilacdo nasal
induziu extensa migracao de células para a regido bronco-alveolar e que o tratamento
com ouabaina promoveu redugdo da migracao dessas células inflamatorias, de forma
mais especifica, reducdo da migracdo de neutrdéfilos. Indicando possivel acgéo
protetora da ouabaina na LPA.

A inibicdo da migracdo de neutrofilos € um aspecto importante para o controle
e resolucdo da LPA tendo em vista que essas células foram reconhecidas como
efetores imunoldgicos responsaveis pelo desenvolvimento dessa patologia
(ABRAHAM et al., 2000). Foi constatado que durante a lesdo pulmonar aguda,
neutroéfilos pulmonares possuem ativacdo do fator de transcricdo NF-kB aumentada
em relacdo a neutréfilos sanguineos, o que esta diretamente relacionado a producéo
exacerbada de diversos mediadores imunomoduladores que potencializam a resposta
inflamato6ria no espaco bronco-alveolar (XING et al., 1994; CASSATELLA, 1995;
ABRAHAM, et al, 1995; SHENKAR e ABRAHAM, 1999).

Diversos estudos demonstram que a inibicdo da migracao de neutrofilos nos
pulmbes reduz a severidade da lesdo pulmonar aguda em diferentes modelos
experimentais (YOSHIOKA, 2010; CAMPANHOLLE, 2010; ZHAO et al., 2014).
Adicionalmente, estudos com camundongos que sofreram neutropenia induzida por
ciclofosfamida ou por anticorpos anti-neutréfilos indicam que a deplecéo de neutroéfilos
protege contra o desenvolvimento da lesédo pulmonar aguda induzida por endotoxinas
ou por outros insultos (ABRAHAM et al., 2000). A inibicdo da migracao de neutrofilos,
pela utilizacdo de anticorpos anti-moléculas de adesdao também tem demostrado
diminuir de forma significativa os eventos fisiopatolégicos da LPA (KAMOCHI et al.,
1999). Os beneficios das intervencgdes na migracao dos neutréfilos para a resolucéo
da LPA sao inegaveis e tém sido atribuidos principalmente a inibicdo das suas funcdes
efetoras, em especial a liberacdo de intermediarios reativos de oxigénio e enzimas
proteoliticas pelos quais os pulmdes sdo diretamente danificados.

O efeito da ouabaina na reducdo da migracdo de leucocitos ja foi
documentado em trabalhos anteriores, corroborando 0s nossos resultados. Em

modelo de peritonite induzida por zimosam, foi constatado que o tratamento com
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ouabaina por trés dias consecutivos, reduz a maci¢ca migracao de neutrofilos induzida
pela administracdo desse agente flogistico e que esse evento é independente de
morte celular (LEITE et al., 2015), o mesmo foi observado em modelos de peritonite
induzida por Concavalina A (LEITE et al., 2011) e por Leishmania amazonensis, onde
o tratamento com ouabaina diminuiu a migracéo de neutréfilos nos periodos de 24 e
48 horas ap0s a administracao intraperitoneal de formas infectantes do protozoario
(JACOB et al., 2013). Além disso, estudos preliminares in vitro utilizando um modelo
de transwell indicam que células da cavidade peritoneal de camundongos tratados
com ouabaina migram menos que células de animais que ndo receberam tratamento
(LEITE et al., 2015).

Nos nossos resultados, foi também observado que o tratamento com
ouabaina ndo altera a migracdo de mondcitos, sugerindo que seu efeito na migracao
celular durante a LPA é especifico para neutrofilos. Diferente da dexametasona, droga
padrdo usada nesse estudo, que reduz a migracao de leucécitos de forma inespecifica
inibindo tanto a migragdo de neutréfilos, como de mondcitos. Esse resultado é
promissor, tendo em vista que alguns estudos tém mostrado os macrofagos alveolares
como células determinantes para o processo de resolucao da inflamacao pulmonar e
reparacao tecidual (AGGARWAL et al., 2014).

No pulméo e no espaco alveolar, a inflamacéo esta intimamente ligada ao
fendtipo e funcdo de macrofagos, um processo bem descrito na fase inicial da LPA e
gue vem sendo cada vez mais reconhecido durante a resolucdo desta doenca
(HEROLD et al., 2011). Macrofagos M1 séo células pré-inflamatérias, que durante a
LPA sao ativados por LPS, ou por outras moléculas, e produzem mediadores proé-
inflamatorios a exemplo de citocinas como TNF-q, IL-13 e IL-6 que iniciam 0 processo
inflamatdrio nos alvéolos pulmonares estimulando eventos vasculares e celulares que
favorecem o recrutamento de neutréfilos. Dependendo das condicbes do
microambiente esses macréfagos M1 se reprogramam em direcdo a um estado de
ativacdo diferente do inicial e passam a ser chamados de M2. Essas células, em
contraste as células M1, coordenam uma série de respostas a fim de regular a
inflamacé&o e favorecer a resolugéo e reparagéo dos danos pulmonares caracteristicos
da LPA. Essas respostas incluem a secrec¢ao de citocinas reguladoras e reparadoras,
como IL-10 e TGF-B respectivamente. Processos chave mediados pelos macréfagos
M2 séo representados pela inibicdo do recrutamento de células inflamatorias, indugéo

da apoptose de neutrofilos acumulados nos pulmbes e secrecdo de fatores de
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crescimento que promovem reparacdo do epitélio alveolar (LAWRENCE e NATOLI,
2011; HEROLD et al., 2011; MARTINEZ e GORDON, 2014; DA SILVA, M. D. et al.,
2015).

Nesse contexto, a manutencdo de macréfagos na regido bronco-alveolar,
embora essas células estejam relacionadas aos eventos iniciais da LPA, pode ser
importante para o processo de resolucéo e reparacdo da doenca (AGGARWAL et al.,
2014). Estudos realizados utilizando o BALF de humanos com LPA demonstraram que
0 aumento do numero de macréfagos alveolares de fenétipo celular maduro (M2)
foram associados a resultados favoraveis, sendo células essenciais para o retorno do
organismo a homeostase (STEINBERG et al., 1994; ROSSEAU et al., 2000).

De forma semelhante ao nosso resultado, em um modelo in vivo de peritonite
induzida por zimosan a ouabaina também néo alterou a migracdo de mondcitos para
o sitio inflamado, atuando especificamente na migracdo de neutréfilos (LEITE et al.,
2011). Adicionalmente, véarios estudos in vitro tém demostrado diversas acfes da
ouabaina na modulacdo de mondcitos e macréfagos. Nessas células, o tratamento
com ouabaina induziu o aumento do célcio intracelular, a expressao de moléculas de
superficie como CD69, CD86 e CD80, além de aumentar a capacidade endocitica e
estimular a producédo de citocinas (TEIXEIRA e RUMJANEK, 2014). Além disso,
ouabaina regulou negativamente a expressao de mCD14, uma molécula de superficie
envolvida na fagocitose e na resposta dos macrofagos contra patdégenos derivados de
bactérias e de fungos (VALENTE et al., 2009) e inibiu a ativacdo de mondcitos,
impedindo o aumento de tamanho dessas células e a aparéncia da subpopulacao proé-
inflamatoria de macréfagos (VALENTE et al., 2012).

A inflamacéo ocorrida durante a lesdo pulmonar aguda provoca alteracdes no
equilibrio dos fluidos pulmonares, promovendo o aumento da permeabilidade e edema
pulmonar grave, uma das principais caracteristicas fisiopatolégicas da LPA (WARE e
MATTHAY, 2005). O edema pulmonar tem elevado teor de proteinas (BACHOFEN e
WEIBE 1977), tendo em vista que a restricdo da passagem de proteinas do plasma
para o espaco bronco-alveolar € comprometida devido as les6es nas membranas dos
capilares pulmonares e nos epitélios alveolares tornando-0s mais permeaveis. Além
disso, a lesdo no epitélio alveolar compromete a capacidade desse epitélio de remover
os fluidos dos espacos aéreos (PREWITT et al.,1981; WARE e MATTHAY ., 2001).

Nesse estudo, a administracdo de LPS via intranasal promoveu extenso

extravasamento proteico para a regido bronco-alveolar e os animais tratados com
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ouabaina tiveram concentracdo de proteinas no fluido do lavado bronco-alveolar
diminuida de maneira semelhante aos animais tratados com dexametasona. Esses
resultados indicam que o tratamento com ouabaina pode efetivamente atenuar o
edema pulmonar na LPA.

A acdo anti-edematogénica de ouabaina ja foi demostrada em modelos de
inflamacéo aguda, onde a ouabaina promoveu reducdo do edema de pata induzida
pela carragenina, pela prostaglandina E2, pela bradicinina, e pelo composto 48/80
(VASCONCELOS, 2011). Além disso, foi demostrado que ouabaina reverte as
alteracdes na permeabilidade vascular induzidas por zymosam reduzindo o exsudato
proteico no local inflamado (LEITE et al., 2011; LEITE et al., 2015).

Durante a LPA inidmeros mediadores inflamat6rios sdo responsaveis por
aumentar a permeabilidade vascular e manter sustentado o recrutamento de
neutréfilos (YAMASAWA et al., 1999; GOODMAN et al., 2003; FANG et al., 2015).
Evidéncias de varios estudos clinicos indicam que uma rede complexa de citocinas
inflamatdrias e quimiocinas desempenham um papel importante na geracéo,
amplificac@o e perpetuacdo da lesdo pulmonar aguda. J4 € bem estabelecido que a
IL-18, a IL-6 e 0 TNF-a sdo mediadores chaves da destruicao tecidual e da infiltragao
leucocitaria no tecido pulmonar durante a LPA induzida por LPS, desempenhando
papel crucial no desenvolvimento da doenca (GOODMAN et al., 1996; ZHAO et al.,
2014).

A IL-1B8 tem ganhado posicdo de destaque na cascata inflamatéria que
desencadeia a LPA, tendo em vista que essa citocina além de outros efeitos, pode
estimular a producdo de uma variedade de mediadores quimiotaticos, tais como IL-8
(BAGGIOLINI et al.,1989), fator ativador neutrofilico derivado do epitélio (ENA-78)
(WALZ et al., 1991) e peptideo quimiotactico de monécitos (MCP-1) (STANDIFORD
et al., 1991). Além disso, diversos investigadores tém identificado a presenca desta
citocina no BALF de pacientes com LPA (SUTER et al., 1992; BUTT et al., 2016). O
TNF-a também foi quantificado no BALF de pacientes com a doenca e foi constatado
qgue ha relacéo direta entre a concentracdo desta citocina e o grau de hipoxemia
(PARK et al.,, 2001). Adicionalmente, niveis persistentemente elevados dessas
citocinas e da IL-6 em pacientes com LPA sé&o fortes indicativos de predisposicao a
mortalidade (MEDURI et al., 1995; MARSHALL et al, 2002). Nesse contexto, a
modulacdo negativa da producéo dessas citocinas € um ponto importante no controle
da LPA.
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Nesse estudo, foi observado que a administracdo de LPS induziu aumento
significativo nos niveis de TNF-qa, IL-18 e IL-6 no BALF dos animais, e o tratamento
com ouabaina promoveu reducdo da secrecdo dessas citocinas proé-inflamatorias,
indicando que o efeito protetor de ouabaina na lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS pode ser atribuido a inibicdo dos eventos desencadeados por esses mediadores.
Dessa forma, 0 mecanismo de acéo da ouabaina na protecéo contra a LPA pode estar
relacionado com a reducao na ativacao de vias de transducao celular envolvidas na
producdo dessas citocinas.

O efeito protetor de ouabaina na LPA ainda nédo foi documentado em trabalhos
anteriores, entretanto diversos estudos mostram as acdes de ouabaina frente a
producéo de mediadores inflamatorios. Em 1997, Matsumori e colegas mostraram que
células do sangue periférico (PBMC) quando tratadas com ouabaina tinham a
producao de IL-1B, TNF-a e IL-6 estimuladas. Entretanto, quando essas células eram
submetidas a um estimulo inflamatério (LPS) a producdo dessas citocinas era
diminuida. Adicionalmente, no mesmo trabalho foi observado que in vivo o tratamento
com ouabaina diminuia a letalidade provocada pela administracdo de LPS em animais
e diminuia a producéo de IL-6 e TNF-a corroborando os nossos resultados.

Em modelo de peritonite induzida por zimosan o tratamento com ouabaina
diminuiu os niveis de TNF-a e de IL-1B e n&o alterou a produgao de IL-6 e de IL-10,
citocina anti-inflamatéria (LEITE et al., 2012). Resultado semelhante foi observado em
modelo de leishmaniose experimental, onde o tratamento com ouabaina também foi
capaz de diminuir a producéo de TNF-a além de diminuir a producao de INF-y, citocina
responsavel pela ativacéo classica de macrofagos (JACOB et al.,2012). Em trabalho
mais recente foi evidenciada a acdo do tratamento com ouabaina em mondcitos
humanos, e foi constatado que essas células quando tratadas in vitro com ouabaina
tem producao de IL-1B, TNF-a e IL-10 estimuladas (TEIXEIRA e RUMJANEK, 2014).

O efeito de ouabaina na reducdo da producdo de citocinas inflamatorias
parece estar relacionado a modulacdo negativa de vias de transducéo celular que
guando ativadas culminam na producédo desses mediadores, tendo em vista que, ja
foi relatado que digitalicos incluindo proscilaridina A, digitoxina, digoxina, lanatosideo
C e ouabaina inibem a via de sinalizacdo do NF-kB, uma das principais vias
relacionadas a producédo de citocinas inflamatorias (SHAH et al., 2011; LEITE et al.,

2015). Além disso, ouabaina também promove a reducdo da ativacao da p38, uma
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MAPK envolvida na cascata inflamatéria (RODRIGUES-MASCARENHAS et al.,2008;
LEITE et al., 2015).

Na LPA a migracdo de neutrdfilos € iniciada por ativacéo de receptores de
reconhecimento de padrbes moleculares, que ao serem ativados desencadeiam
cascatas de sinalizacao intracelular promovendo a producao de quimiocinas (IL-
8/CXCL1), citocinas (IL-6, TNF-a, IL-1B), aminas vasoativas e mediadores
lipidicos, que em conjunto induzem alteracdes vasculares e celulares favorecendo
a transmigracdo dessas ceélulas (CAMPBELL et al., 2014). Apds o desafio com
LPS, os receptores semelhantes a toll (TLRS) iniciam uma série de cascatas
intracelulares que resultam na superproducdo de mediadores importantes na
manutencao da LPA (XIE et al., 2012). O efeito do LPS é mediado principalmente
pela ativacédo do receptor TLR4 e a ativagao desse receptor, faz com que o NF-
kB seja ativado permitindo a rapida producdo de mediadores pré-inflamatérios e
o recrutamento de células inflamatdrias para o parénquima pulmonar (ZHAO et
al., 2014).

Diante disso, a fim de avaliar o mecanismo pelo qual ouabaina diminui a
producado das citocinas TNF-qa, IL-1B e IL-6 foi investigado se o tratamento com
esse glicosideo altera a expressdo do TLR4 e constatamos que o tratamento
intraperitoneal com ouabaina na dose de 0,56 mg/kg por trés dias consecutivos
nao altera a expressao desse receptor. O mesmo foi observado com a droga
padrdo dexametasona, indicando que o efeito protetor de ouabaina na LPA
induzida por LPS é independente da modulacdo negativa da expressao de toll-like
4.

Por fim, avaliou-se o efeito de ouabaina nas alteracdes histopatolégicas
caracteristicas da LPA, tendo em vista que a avaliagéo histopatolégica € um ponto
determinante para indicar a acdo imunomoduladora de drogas na LPA induzida
por LPS (MATUTE-BELO, 2008). Foi constatado que o tratamento com ouabaina
reduz todo o processo de inflamacéao intersticial provocado pela administracéo de
LPS, promovendo regressdo da espessura da parede alveolar, do dano alveolar
difuso e do colapso alveolar. O score inflamatério obtido mostra que a ouabaina
foi capaz de reduzir de maneira marcante o infiltrado celular na regido bronco-
alveolar e o edema intersticial, corroborando com nossos resultados anteriores.

A reducéo dos parametros histopatoldgicos da LPA pela ouabaina pode

ser atribuida a capacidade desse glicosideo de modular negativamente a
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liberacdo de mediadores inflamatorios essenciais para o processo de migracao
celular pela inibicdo de vias inflamatérias como a do NF-kB. Além disso, seu efeito
inibitério na transmigracdo de neutrofilos para o sitio inflamado pode estar
relacionado a interferéncia na via de sinalizacéo da IL-8, visto que j& foi constatado
gque a ouabaina interfere no processo de reciclagem dos receptores dessa
quimiocina (RAY; SAMANTA, 1997).

Diante disso, podemos sugerir que apesar da lesao pulmonar aguda ser
um modelo de inflamacdo bastante agressivo, a acdo imunomoduladora de
ouabaina se estende a ele. Nesse modelo, ouabaina modula negativamente a
resposta inflamatéria induzida pelo LPS através da inibicdo da migracdo de
neutréfilos para a regido bronco-alveolar, diminui¢cdo do influxo de proteinas e do
edema e diminuicdo da producédo dos mediadores inflamatérios TNF-a, IL-1p e IL-
6. Adicionalmente, ouabaina inibiu alteracdes histopatologicas caracteristicas da
LPA incuindo infiltrado neutrofilico e edema intersticial. Todos esses eventos se

mostraram independentes da modulacao da expressao do receptor do tipo toll 4.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo, demostram que ouabaina modula
negativamente o processo inflamatorio caracteristico da lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS.

Essa atividade imunomoduladora independe da expressédo de TLR4 e
esta relacionada a diminuicdo da migracao de neutrofilos para a regido bronco-
alveolar e diminuicdo do exsudato proteico. Assim como, redugédo da producéo
das citocinas pro-inflamatérias IL-18, TNF-a e IL-6 e reducdo dos aspectos

histopatoldgicos caracteristicos da LPA.
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APENDICE A - Substancias e sais

Acido acétido glacial (C2H402) — VETEC
Acido cloridrico (HCI) -VETEC

Acido fosfotunguistico (H3PW12040) — VETEC
Acido periodico (HIO4) — VETEC

Alcool metilico (CH30H) — VETEC

Aldeido férmico (CH20) — MERCK

Alimen de potassio (KAI(SO4)2) - MERCK
Bissulfito de sédio (NaHSO3) — MERCK
Carvéo ativado — VETEC

Cloral hidratado — VETEC

Cloreto de potéassio (KCl) - MERCK
Cloreto de sodio (NaCl) — SIGMA
Cloridrato de ketamina — VETBRANDS
Cloroformio (CHCI3) — LTF

Corante eosina azul de metileno segundo Giemsa — VETEC

Corante eosina azul de metileno segundo May-Grinwald — VETEC

Corante eosina Y — VETEC

Corante floxina- — VETEC

Corante fucsina basica — VETEC

Corante hematoxilina — VETEC

Corante Panotico — NEWPROV

Corante test-green F.C.F. — VETEC
Corante violeta de genciana — VETEC
Dexametasona — Aché®

D-gluxose (C6H1206) — SIGMA

Etanol (C2H50H) — LTF

Fosfato de potassio (KH2P0O4) — REAGEN
Fosfato de sédio anidro (Na2HPO4) - MERCK 111
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Formaldeido — MERCK

Glicerina (C3H3(OH)3) — VETEC

Hidréxido de aluminio (AI(OH)3) — VETEC
Hidréxido de sddio (NaOH) — REAGEN
Lipossacarideo bacteriano (Scherichia colli)- SIGMA
Metabissulfito de sodio (Na2S205) — MERCK
Ouabaina — SIGMA

Oxido de merctrio amarelo (Hg20) — LAFAN
Parafina para Histologia — COAL

Timol (C10H140) — VETEC

Xilol (C6H4(CH3)2) — VETEC 112
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APENDICE B - Aparelhos e equipamentos

Agitador Vortex — VWR — ScientificProducts

Autoinclusor — Leica EG 120

Balanca analitica — Sartorius

Banho histolégico — ANCAP

Centrifuga refrigerada - Centra MP4R — InternationalEquipementCompany (IEC)
Citdmetro — FACS Callibur

Estufa — ICAMO — modelo 3

Histotécnico processador automatico de tecidos — OMA — DM — 40

Microscopio éptico — Nikon

Micrétomo — Leica RM 2125 — RT



ANEXO | - Certiddao do CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA ﬁ
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeite imunomodulador de ouabaina em modelo muring de
lesdo pulmonar aguda induzida por LP5", protocole n? 0292016 sob a responsabilidade da
pesquisadora Profa. Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas — que envelve a produgdo, manutengao
efou a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata [exceto o homemi),
para fins de pesquisa cientifica [ou ensino) — encontra-se de acordo com os precsitos da Lei n2
11754, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n? 68599, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Consslho Nacional de controle da Experimentagdo Animal [CONCEA), & foi aprovado
pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba [CEUA-UFFE).

Vigéncia do Projeto 2014 - 2016
Espécie/linhagem Mus musculus BalbfC
Mimero de animais 125
Idade/pesa 6-8 semanas / 25— 30 g
Sexo Machos
Origem Biotério Thomas George - UFPE

Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Vice-Coordenador CEUA-UFPE
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