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INTRODUGAO

O enfisema pulmonar é uma doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
incapacitante e cruel, ao furtar do individuo a capacidade de respirar normalmente. A
dispnéia grave em alguns pacientes é descrita como afogamento. A importancia da
DPOC é ressaltada por incidéncia crescente e custos financeiros em ascensao, além

de alta mortalidade [1-3].

O tratamento clinico, mesmo otimizado por novos farmacos e reabilitacdo
pulmonar, promove somente melhora dos sintomas. Por sua vez, os tratamentos
cirargicos, seja a cirurgia de redugao de volume pulmonar (CRVP) ou o transplante
de pulméo, cursam com morbidade elevada e mortalidade pds-operatoria [2, 4-6].
Apenas recentemente chegaram para os pacientes com enfisema os avangos
relacionados a tratamentos minimamente invasivos, o que em outras especialidades

médicas ja ocorrem ha um bom tempo [5, 7-9].

Embora o tratamento com células tronco ainda seja considerado
experimental, varios pesquisadores apostam nesta linha como um potencial
adjuvante na terapia de diversas enfermidades, inclusive no enfisema pulmonar [10-
14]. Dois estudos foram realizados em humanos, porém os resultados demonstram,

até o momento, somente a segurancga da terapia [15, 16].

Finalmente, para melhor entendimento da doencga e teste de novas terapias, o
desenvolvimento de modelo experimental € fundamental. No Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, os Servigos de Cirurgia Toracica e Pneumologia tém experiéncia em
todas vertentes terapéuticas contemporaneas: CRVP, transplante de pulméo e, de
forma pioneira na América do Sul, o emprego do tratamento minimamente invasivo

com valvulas broénquicas colocadas por broncoscopia flexivel, desde 2002. A partir
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dai a incursdo no campo da terapia celular foi um passo natural. Para isso, é
necessario obtermos um modelo animal seguro, eficiente e de facil comprovagdo em

relagdo ao desenvolvimento experimental do enfisema pulmonar.

Diversos agentes vem sendo utilizados para induzir o enfisema em animais,
como por exemplo, papaina, fumaca de cigarro e elastase [17]. Esta ultima
apresenta vantagens, pois € de baixo custo, sua atividade é rapida e induz enfisema
panacinar, quando utilizada em varias doses [18, 19]. Entretanto, os modelos
descritos na literatura apresentam diversas limitagdes e nenhum estratificou a
gravidade do enfisema através da administracdo de diferentes doses de elastase

[18].
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REVISAO DA LITERATURA

Enfisema Pulmonar

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é caracterizada por limitagédo
cronica ao fluxo aéreo. Essa limitagdo € geralmente progressiva e associada a uma
resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a inalagcédo de particulas nocivas, tendo o

tabagismo como seu principal fator de risco [1, 2].

A DPOC pode ser divida em bronquite crénica e enfisema. A bronquite
crbnica € definida por presenga de tosse cronica produtiva, ocorrendo por trés
meses em dois anos sucessivos em pacientes onde outras causas para tosse ja
tenham sido excluidas. O enfisema é definido histologicamente por um aumento
permanente dos espacos aéreos distais até os bronquiolos terminais, acompanhado
por destruicdo de suas paredes e sem fibrose Obvia [2]. Podemos encontrar
caracteristicas de bronquite crénica associadas ao quadro de enfisema pulmonar em
pacientes com DPOC, sendo, por vezes, dificil definir qual o grau de contribuicdo de

cada patologia no quadro clinico [2, 20].

Epidemiologia

Estima-se a populagdo mundial em 2012 esteja na casa dos sete bilhdes de
pessoas. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) supde que 210 milhdes destas
pessoas sejam portadores de enfisema pulmonar, sendo 65 milhdes em sua forma
moderada ou grave [3]. Dados da Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease (GOLD) apontam que em 1990 a DPOC era a 122 causa de invalidez e a
sexta causa de morte. Prevé-se no ano 2020 venha a ser a quinta causa de

invalidez e em 2030, a quarta causa de morte [2, 3, 21].
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Na Europa os custos diretos e indiretos da DPOC foram da ordem de 38,7
bilhdes de euros no ano 2000 [22]. Atualizar este calculo para os dias de hoje é
assustador. No Brasil, em 2001, a bronquite crdnica e o enfisema corresponderam a
243.865 internagdes a um custo hospitalar de R$ 104.991.285,76 e a 10.325 oébitos.
Neste mesmo periodo, na Regido Sul, ocorreram 100.745 internag¢des por DPOC, a
um custo para o Sistema Unico de Saude (SUS) de R$ 42.341.668,28 e com 3.706

obitos [23].

Em 2005, o Projeto Latinoamericano de Investigagdo em Obstrugdo Pulmonar
(PLATINO) demonstrou que na cidade de S&o Paulo a prevaléncia da DPOC era de
15,8%. Em 2013, no Brasil, somente no més de marc¢o, foram registrados 509 6ébitos,
com gastos de mais de 6 milhdes de reais apenas em hospitalizagdes por esta

patologia [24, 25].
Alteragées fisiopatologicas

As mudancgas fisiopatologicas associadas ao enfisema sdo a destruigdo
progressiva do parénquima pulmonar e a redugéo da superficie disponivel para troca
gasosa, levando a uma oxigenacgdo inadequada [20]. Ao reduzir o recolhimento
elastico do pulmé&o, rompendo fibras e destruindo anexos alveolares, ocorre um
fendmeno cardinal do enfisema: a limitacdo do fluxo aéreo. Subvertida a mecanica
respiratoria, o aprisionamento aéreo e a nova morfologia pulmonar atuam reduzindo

a superficie disponivel para troca gasosa [17, 20].

Nas vias aéreas periféricas ocorrem as seguintes alteragdes:



18

. Inflamacéo, fibrose e hipertrofia de musculatura lisa, por aumento de
espessura da parede da via aérea, promovendo a separacgéo entre o parénquima e a

via aérea;

. Inflamagéo da parede da via aérea promovendo sua deformacdo e

estreitando o seu lumen, contribuindo para a destruicao das paredes alveolares;

. Metaplasia de células caliciformes produzindo excesso de muco, o que
pode obstruir o lUmen e alterar a tensédo de superficie do fluido de revestimento das

vias aéreas periféricas facilitando o colapso de pequenas vias aéreas [17].
Classificagdo
O enfisema pulmonar pode ser classificado em:

* Centrilobular (ou centriacinar): caracterizado por destruicdo focal restrita
ao bronquiolo respiratério e porgcdo central do acino, cercado por areas de
parénquima pulmonar grosseiramente normal. E usualmente mais grave nos lobos
superiores do pulmao. Apresenta maior extensdo da inflamacdo de via aérea
periférica. A limitagdo de fluxo aéreo se da principalmente em fung¢ao de inflamacéao

de via aérea periférica;

* Panlobular (ou panacinar): caracterizado pela destruicdo das paredes
alveolares de maneira bastante uniforme, com todos os espacos aéreos além do
bronquiolo terminal envolvidos. Caracteristico de pacientes que desenvolvem a
doenca relativamente cedo na vida. Frequentemente associado a deficiéncia de a1-
antitripsina (AAT). Tem tendéncia de envolver mais os lobos inferiores. A limitacao

do fluxo aéreo deve-se principalmente a perda de recolhimento elastico. Ha
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correlagdo entre reducdo do fluxo expiratério e aumento da complacéncia nessa

forma de enfisema [17, 19].

Figura 1: Tipos de enfisema

Normal Centroacinar Panacinar

No enfisema centroacinar ha destruicdo em bronquiolos terminais (BT) e bronquiolos respiratérios
(BR). No enfisema panacinar, a destruicdo também engloba o alvéolo (A). Fonte: West, JB [26]

Fisiopatologia

Varios mecanismos interagem para a patogénese da doenca. Eles ndo séo
independentes e varias interacbes entre 0s processos ocorrem para O
desenvolvimento da doenga. Os principais séo:

1. Inflamacgao crénica: a inalagdo de particulas nocivas causa um influxo de
células inflamatérias para as vias aéreas e pulmdes. E caracterizada pelo aumento
no numero de neutrofilos, macrofagos ativados e linfocitos T ativados. Comparado
com pulmdes de individuos saudaveis, os pulmdes com enfisema grave contém
aproximadamente dez vezes mais células inflamatérias. Macréfagos que se
encontram marcadamente aumentados, tem importante papel no recrutamento de
outras células inflamatérias (como neutrofilos) e na liberagdo de proteases. As

alteracbes inflamatérias sdo devidas a liberacdo de multiplos mediadores
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inflamatorios, incluindo mediadores lipidicos, citocinas e quimiocinas. Macrofagos
ativados e neutréfilos liberam enzimas elastoliticas, particularmente elastase
neutrofilica (NE) e metaloproteinase-9 (MMP-9), que rompem as fibras elasticas do
parénquima resultando em alargamento anormal dos espagos aéreos. Além disso,
os linfécitos T ativados podem induzir apoptose de células alveolares tipo |. O
estreitamento (fechamento) de pequenas vias aéreas resultante de inflamagéao e
fibrose parece ser o mais importante mecanismo para limitagdo progressiva de fluxo

aéreo e aprisionamento de ar [19, 27, 28].

2. Desequilibrio protease-antiproteases: desequilibrio entre moléculas
proteoliticas e anti-proteoliticas nos pulmdes resulta em uma atividade proteolitica
aumentada. As proteases digerem a matriz extracelular (ECM), causando destruicéo
do parénquima pulmonar saudavel, que leva ao desenvolvimento do enfisema. Esse
aumento na atividade proteolitica pode ser consequéncia da inflamagao (liberagcédo
de enzimas proteoliticas por células inflamatérias como macrofagos e neutrofilos),
ou podem surgir de fatores genéticos (ex: deficiéncia de AAT). A deficiéncia de AAT
resulta em falha no controle de enzimas, principalmente da NE. O resultado dessa
falha leva a protedlise obrigatéria, causando dano tecidual. Os baixos niveis de AAT
em individuos com deficiéncia genética amplificam o dano potencial e, portanto, o

aparecimento e progressao do enfisema [17, 19, 27, 28].

3. Estresse oxidativo: ocorre quando espécies reativas de oxigénio (ROS) sao
produzidas em excesso, como mecanismos de defesa antioxidantes. Pode levar a
disfungdo celular e induzir danos na ECM pulmonar ou a morte celular.
Adicionalmente, os compostos oxidantes contribuem para a reacgao inflamatéria e
entdo induzir a transcricdo de genes proé-inflamatérios. Os compostos oxidantes

podem diretamente causar danos nos constituintes da matriz pulmonar (elastina e
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colageno), além de também poderem interferir nas reagdes bioquimicas de sua
sintese [27, 29]. Espécies reativas de oxigénio sdo normalmente neutralizadas por
agentes antioxidantes enddgenos (glutationa, acido urico, bilirrubina) e exdgenos
(vitamina C e vitamina E). O tabagismo gera componentes oxidantes nas vias
aéreas. Estes também podem ser liberados de leucécitos inflamatérios e células
epiteliais [27, 29, 30]. Evidéncias de redugéo de defesas antioxidantes nos pacientes
portadores de DPOC foram encontradas, reforcando ainda mais a ocorréncia de

estresse oxidativo [30].

4. Apoptose: pode ser desencadeada por trés diferentes vias: via extrinseca,
mediada por receptor através da ligacdo de membros da familia do fator de necrose
tumoral (TNF) a receptores de morte; via intrinseca mitocondrial, através de sinais
quimicos e fisicos liberando citocromo C pela mitocéndria; e via reticulo
endoplasmatico, através da ativagcdo da caspase-12 em resposta a sinais como
hipdxia. Todas as vias ativam a caspase-3, e apos diversas reacgdes, ocorre ativacao
de DNAase por caspase (CAD) que, apos translocar para o nucleo da célula,
fragmenta seu acido desoxiribonucleico (DNA) [27]. A apoptose é importante para
manutengdo da homeostase tecidual normal e deve estar em equilibrio com
proliferacdo e diferenciacdo celular. O rompimento do balango entre apoptose e
reparo de células estruturais no pulmao pode contribuir para a destruicdo do tecido

pulmonar em resposta ao tabagismo, levando a doenga [17, 27].

De forma resumida, conforme figura 2, podemos observar que o tabagismo
causa acumulo de células inflamatérias que liberam proteases e oxidantes que
danificam a matriz extracelular das paredes dos alvéolos, ductos alveolares e
bronquiolos respiratorios. Células pulmonares podem ser estimuladas a produzirem

e liberarem proteases que repetem os efeitos de proteases liberadas por células
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inflamatorias. Agentes derivados de células inflamatdrias também inativam inibidores
de proteases intrapulmonares, danificam células pulmonares que produzem ECM e

interferem no processamento de moléculas da matriz [19].

Figura 2: Fisiopatologia do enfisema pulmonar secundario ao tabagismo.

Peréxidos, radicais livres ] Perdxidos, radicais livres
( | Tabagismo
| Estimulacdo de macréfagos alveclares
Proteases, Fatores
guimiotaticos
l %PO{, l Clivagem
. y oxidantes de ATT
Shoce ‘ [ Inflamacdo pulmonar I
células do
parénquima Fragmentos MPO,
o Proteases, .
quimiotaticos MPO oxidantes
oxidantes |
Proteinases o
. < Inibidores de
Proteinases (ATT)
y

1 ~»| Dano de matriz extracelular }< —

Reparo de
matriz
extracelular

4 >|

ENFISEMA

MPO=mieloperoxidase; ATT= a1l-antitripsina . Fonte: Figura adaptada de Hogg, J.C. & Sénior, R.M.
[19]

Efeitos sistémicos

Embora o enfisema afete primariamente os pulmbdes, recentemente,
comprovou-se que os efeitos sistémicos da DPOC contribuem significativamente
para sua gravidade e mortalidade [31]. Estes efeitos também tém importante impacto

negativo na qualidade de vida dos pacientes [30]. Os efeitos sistémicos se
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relacionam com o tabagismo, a inflamagé&o crénica e estresse oxidativo, a disfungao
diafragmatica e da musculatura periférica, a hipertensdo pulmonar, o sistema renina-

angiotensina e o sistema nervoso autbnomo [31].

A importante perda de peso € considerada preditora para aumento da
mortalidade independentemente da funcdo pulmonar alterada. Ela ocorre devido ao
aumento do metabolismo e esta relacionada com perda de musculatura esquelética
e atrofia de musculatura, principalmente de membros inferiores [30, 32]. A fraqueza
de musculatura esquelética se da devido a combinagdo de hipdxia crénica,
imobilidade e taxa metabdlica aumentada [30]. Como consequéncia, o paciente
apresenta reducdo na capacidade de exercicio [32]. E comum encontrarmos
também perda de massa corporal magra e efeitos cardiovasculares a nivel

sistémico, levando o paciente a caquexia e doengas cardiacas [31, 33].
Tratamento

O enfisema pulmonar é considerado uma doenga progressiva e irreversivel
pela limitacdo no reparo espontaneo do tecido pulmonar adulto [20]. As alternativas
atuais de tratamento para o enfisema sao: tratamento clinico, cirdrgico e
minimamente invasivo com valvulas endobrénquicas [2].

O tratamento clinico tem como objetivo controle dos sintomas e reducéo da
frequéncia de exacerbagbes [6]. Sao utilizados, geralmente, broncodilatadores,
corticosterdides inalatorios e sistémicos, N-acetilcisteina e oxigenoterapia [1].
Incluem-se também no tratamento programas de cessagéo do tabagismo, exercicio
fisico, educagdo, vacinagdo e manejo das comorbidades. Reabilitagcdo pulmonar

deve ser considerada para todos os pacientes com DPOC [2, 6].
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As exacerbagdes frequentes envolvem um alto custo hospitalar [20].
Pacientes com exacerbag¢ao aguda permanecem com risco aumentado para eventos
subsequentes durante a fase de recuperacao e permanecem inativos durante e apés
hospitalizagdo. Além disso, alguns desses pacientes também falham na recuperagao
do estado sintomatoldgico pré-exacerbagcdo e parecem experimentar um estado
inflamatdrio intensificado e persistente [6].

O tratamento cirurgico € tecnicamente complexo e realizado em pacientes
graves e com diversas comorbidades. A CRVP é realizada em pacientes com
hiperinflagdo pulmonar, preferencialmente de lobos superiores e com baixa
tolerancia ao exercicio. Infelizmente apenas 20% da populagcdo doente é candidata a
essa intervencgdo, além de ser um procedimento cirurgico que expdéem o paciente a
riscos [8]. O transplante pulmonar seria o unico tratamento resolutivo da doenga. No
entanto, é pouco realizado e, dos 6rgdos sdlidos, € o que tem a menor taxa de
aproveitamento, devido a eventos como infecgdo, edema e lesbes agudas

traumaticas. Além disso, ha necessidade de imunossupressao permanente [1].

O tratamento minimamente invasivo abrange a colocagdo de valvulas
endobrénquicas sob procedimento endoscopico [7]. O tratamento se baseia na
insercdo de valvulas unidirecionais nas areas pulmonares mais danificadas. A
resposta terapéutica ideal € a redugado dos volumes pulmonares, com melhora dos
fluxos respiratérios (resultado similar ao visto na CRVP) [5]. Até o momento, foram
beneficiados somente pacientes com limitacdo de fluxo aéreo grave, enfisema
heterogéneo e hiperinsuflacdo. Os resultados demonstram melhora na fungao

pulmonar, tolerancia ao exercicio, qualidade de vida e sintomas [4].
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O tratamento com terapia celular esta sendo cada vez mais discutido para
auxiliar na recuperacdo destes pacientes. Existem trabalhos mostrando que as
células tronco adotam fendtipos como pneumdcitos tipo Il, ddo origem a células
alveolares tipo | e fibroblastos. Nestes estudos houve reducdo da inflamacgao e
depdsito de colageno no tecido pulmonar, reparando o dano tecidual [10, 12, 14].
Observa-se também que o uso desta terapia reduz a apoptose de células alveolares
[11, 13, 14], o numero de ceélulas mononucleares e neutrdfilos. Acredita-se que as
células diminuem a progressao da doenga por exercer efeito anti-inflamatorio, inibir a
expressdo de MMP-2 e MMP-9 (enzimas destruidoras de colageno), inibir a
apoptose e aumentar o numero de células proliferativas [13]. Dois grupos publicaram
trabalhos testando a seguranga da terapia celular em humanos. Os estudos
mostram que o procedimento € seguro e sem efeitos adversos [15, 16]. No estudo
conduzido por Ribeiro-Paes , os pacientes apresentaram maior tempo de tolerancia
sem uso de oxigénio e maior capacidade de esforgo sem queda na saturagao [16].
Ja em estudo publicado em 2013, o tratamento reduziu a inflamacao sistémica,

porém, ndo alterou a fungdo pulmonar dos pacientes [15].

Modelos de enfisema pulmonar

Na literatura é possivel encontrar varias técnicas experimentais de lesao
pulmonar para inducdo de enfisema pulmonar: irradiagdo, elastase, papaina,
lipossacarideos ou tratamento com bleomicina [34]. A grande dificuldade encontrada
por pesquisadores € que nestes modelos ndo se observa manifestagdes gerais que
lembram o estado da doenca em humanos. Por exemplo, modelos com papaina
apresentam alta taxa de mortalidade, uma unica instilacido de elastase desenvolve
um efeito heterogéneo em tamanho e didmetro de alvéolos [34]. Com o intuito de

desenvolver modelos mais parecidos com o enfisema humano, pesquisadores tem
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utilizado técnicas como exposi¢cdo a fumaga de cigarro, instilagbes repetidas de

elastase e modelos genéticos [35].

A exposigcao crénica a fumaca de cigarro foi relatada a causar enfisema,
principalmente, em porcos da india. Observa-se aumento do didmetro do espaco
alveolar apoés trés meses de exposigéo [35]. O enfisema tem padrdo progressivo e
as anormalidades na funcdo pulmonar s&o similares com aquelas vistas em
humanos com DPOC induzido por tabagismo. A cessagao da exposi¢cao a fumaga
estabiliza, mas n&o reverte, o aumento do espacgo aéreo. O recrutamento neutrofilico
ocorre apos o uso do primeiro cigarro e é seguido por um acumulo mais gradual de
macrofagos. Influxo de neutrofilos precoce nos pulmdes é acompanhado de
aumento mensuravel na degradagdo de produtos do colagenos e elastina.
Alteracdes epiteliais incluindo perda dos cilios sdo observadas apos alguns meses
de exposicéo ao cigarro e hiperplasia de células de Clara apds seis meses. Aumento
da area do ducto alveolar e aumento dos espagcos aéreos sido claramente
observadas apdés 3-6 meses de exposicdo a fumaga de cigarro, e destruicdo

mediada por macréfagos parece ser proeminente nesses momentos [36].

O enfisema induzido por elastase € acompanhado por metaplasia de células
secretoras e anormalidades de fungdo pulmonar, hipoxemia, e hipertrofia ventricular
direita (caracteristicas de DPOC humano). Também esta associado com um

aumento de complacéncia pulmonar (tanto estatica como dinamica) [37].

Apo6s uma unica instilagcao intratraqueal, a elastase provoca uma perda inicial
e rapida de elastina e colageno. Com o passar do tempo, elastina e
glicosaminoglicanos retornam ao normal e o colageno é aumentado, ainda que a

ECM intraparenquimatosa permanega diminuida e distorcida e a arquitetura dos
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pulmbes € grosseiramente e permanentemente anormal. O aumento do espacgo
aéreo se desenvolve imediatamente apdés a lesdo elastolitica, seguido de
inflamacé&o. A progressédo subsequente do enfisema é provavelmente causada pelo
efeito destrutivo das proteinases inflamatorias hospedeiras, ja que a meia vida da
elastase é de aproximadamente 45-50 minutos [36, 38]. Sua efetividade esta
diretamente relacionada com sua atividade elastolitica, resultando em resposta
inflamatoria e chegada em grande quantidade de neutrofilos e macrofagos no trato
respiratorio inferior [36, 38, 39]. Observa-se também aumento de uma variedade de
mediadores proé-inflamatérios como interleucina (IL)-1B, IL-6 e IL-8, assim como
aumento de células parenquimais apoptoticas [38]. Além disso, a destruicido da
parede da via aérea € parcialmente atribuivel ao mecanismo de estresse. Com uma
unica instilagcdo, independente da dose utilizada, viu-se um acumulo significativo de
neutréfilos no dia 1, porém, essa inflamacéo foi resolvida em uma semana. Fator de
necrose tumoral o (produzido por macrofagos e células epiteliais), que € atribuido
como uma das citocinas causadoras do enfisema, também mostrou-se
significativamente aumentado no dia 1 e retornou a linha de base em uma semana.
O uso de dose elevada mostrou destruicdo pulmonar grave e um grau de destruicao

pulmonar atingindo 55,6 + 5,2% em trés semanas [39].

Com duas injegdes de elastase, ja é observado diametros alveolar e de ducto
alveolar (distdncia de transecgdo média entre as paredes dos alvéolos, ductos
alveolares, e sacos alveolares considerados juntos) maiores que animais com
somente uma instilagdo. Além disso, duas inje¢cdes sucessivas induzem lesdes
parecidas com enfisema progressivo [37]. Em 2009, Luthje et al. demonstraram
modelo experimental de enfisema mais semelhante ao humano apresentando nao

sO alteragdes pulmonares, como também sistémicas. Foram realizadas instilacbes
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repetidas de elastase conduzindo a inflamagdo enddégena e posterior destruicao
pulmonar nas semanas subsequentes. O enfisema mostrou-se mais grave, além de
0s animais apresentarem declinio na capacidade de exercicio, perda de peso,
maiores concentragdes de norepinefrina, elevada complacéncia estatica,
hipertensdo pulmonar, hipertrofia do ventriculo direito e menor comprimento do

diafragma [31].

Portanto, ao compararmos os modelos mais utilizados hoje, podemos
observar que o enfisema induzido por elastase € uma abordagem interessante, de
baixo custo, pois uma unica administragdo pode rapidamente resultar em
caracteristicas histologicas e morfolégicas compativeis com as de enfisema
panacinar. A gravidade da doenca esta diretamente relacionada com a dose da
enzima. Uma unica dose de elastase leva ao aumento do espacgo aéreo. A lesao
elastolitica progride para efeitos destrutivos, induzidos pelas proteases hospedeiras
produzidas e ativadas pelas células inflamatérias. Ja com repetidas instilagbes de
elastase foram reproduzidas a maioria das manifestagdes sistémicas (encurtamento
e fraqueza de diafragma, prejuizo da musculatura esquelética, padrédo de fibra
muscular e intolerancia ao exercicio, dentre outras), que caracterizam doenga grave
em humanos, e essas persistiram durante periodos prolongados, apds a lesao ser
induzida. Ja a exposicao experimental a fumaca € um procedimento caro, lento, e
produz enfisema centrilobular. O dano resultante de enfisema induzido por elastase
€ homogeneamente distribuido, enquanto particulas da fumaca de cigarro
permanecem na arvore brénquica até eles serem lentamente levados aos alvéolos

[18].

Diversos estudos foram publicados onde enfisema pulmonar foi induzido com

elastase em animais. Os animais mais utilizados sdo camundongos e ratos [37, 39-
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43]. Nos estudos, sao utilizadas diversas doses de elastase demonstrando
resultados positivos na inducédo da doencga, observados através do diametro alveolar

médio e, em alguns estudos, por tomografia computadorizada.

Considerando o exposto, o presente trabalho foi realizado com o intuito de
desenvolver um modelo de enfisema pulmonar, induzido por elastase, em
camundongos, com diversos graus de lesdo, para posterior avaliagdo do uso de

novas terapias.
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OBJETIVOS

Geral:

Desenvolver um modelo do enfisema pulmonar através da administragao de

diferentes doses de elastase em camundongos.

Especificos:

1. Comparar a gravidade da doenga através do didmetro alveolar médio;

2. Avaliar a variabilidade do peso dos animais durante a inducgao;

3. Avaliar a mecanica pulmonar;

4. Analisar o remodelamento do parénquima pulmonar através da

quantificac&o de fibras elasticas e colagenas no tecido pulmonar.
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ABSTRACT:

The use of murine models of emphysema is important to test different
therapeutic strategies. Depending on the degree of lung damage some therapies
result in different effects. The aim of this study was to develop a murine model of
emphysema induced by different doses of elastase in order to produce different
degrees severity. We tested three doses of elastase (0.1 U, 0.15 U and 0.2 U)
administered once a week for four weeks intratracheally. Lung mechanics
(plethysmography), mean linear intercept and the fraction area occupied by collagen
and elastic fibers were measured in female C57BL/6 mice. This study was conducted
at the Experimental Research Center, Hospital de Clinicas de Porto Alegre. We
observed an increase in lung resistance with higher dose of elastase (0.2 U)

[2.02(1.67; 2.34) cmH20.s/ml; p=0.008]. In the same group, tidal volume and minute
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ventilation reduced. Peak expiratory flow increased significantly in groups treated
with 0.15 U and 0.2 U. No significant changes in dynamic lung compliance were
observed. Mean linear intercept was higher with 0.15 U and 0.2 U elastase,
demonstrating the destruction of the alveolar spaces [E15: 30.31(26.65;43.13)um
and E20: 49.49(31.67;57.71)um; p<0.0001). The fraction area occupied by collagen
and elastic fibers was lower in the animals that received 0.2 U elastase. We
concluded that four intratracheal instillations with 0.2 U elastase, once a week
induced changes in lung function and in histology, suggesting an experimental model
of severe pulmonary emphysema whereas lower doses resulted in only histological

modifications.

KEYWORDS: pulmonary emphysema, lung mechanics, pancreatic elastase,

collagen fiber.

INTRODUCTION

Pulmonary emphysema is a chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
defined by persistent limitation in air flow, whose histologic findings show permanent
increase in distal airspace until terminal bronchioles, accompanied by destruction of
their walls, without obvious fibrosis [1, 2]. The reduction in alveoli radial support
affects elastic recoil property of the lungs, leading to expiratory collapse in small
airways and subsequent air trapping. A striking feature of emphysematous lung is the
exacerbation of communicant airflow between the surrounding alveolar sacs,
mechanism known as collateral ventilation [3]. In 2012, with a world population
estimated in seven million people, World Health Organization (WHO) accounted that

210 million people have COPD. It is believed that in 2030 the disease will became
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the fourth leading cause of mortality in the world, with an increasing financial cost in

industrialized and developing countries [1, 2, 4].

So far, there has been no effective therapy able to mitigate the morphological
damage, improving lung function and symptoms. Smoking cessation and pulmonary
rehabilitation programs can demonstrate some benefit. However, most patients in
advanced stages of the disease present dyspnea with minimal efforts and a poor
quality of life [2, 5-8]. To enhance the understanding of physiopathology of
emphysema and to test new therapies, experimental models have been developed.
There are genetic models, those induced by smoke exposure and also by the use of
enzymes like papain and elastase [9]. The induction of emphysema with multiple
doses of elastase has the ability to reproduce rapidly emphysema panacinar [10]. It is
also observed that higher doses of elastase increase mice mortality [10, 11].

Moreover, the response to different therapies depends on the degree of emphysema

2].

This study aimed to develop different degrees of severity of experimental
emphysema induced by elastase in mice. For this purpose, different doses of

elastase were used and lung mechanics as well as histology were analysed.

MATERIAL AND METHODS

This study was approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre under number 13-0086. The animals were kept under adequate
installations, in compliance with Brazilian Law 11.794/2008, Brazilian Guidelines for
the Care and Use of Animals for Scientific and Didactic, Guidelines for Euthanasia

Practice and with the Guide for the Care and Use for Laboratory Animals —
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ILAR/EUA (2011), in the Experimental Animal Unit of the Experimental Research

Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Emphysema induction

Thirty female C57BL/6 mice, two month old, weighing between 17 and 20 g
were used in this study. The animals were anesthetized with isoflurane (5% to induct
and 2% to maintain) and received 10 mg/kg of tramadol intraperitoneal. The trachea
was accessed through: (1) a longitudinal incision in the midline of the neck with the
animal in supine position; (2) median dissection of the muscular plane; (3) posterior
tracheoesophageal traction with a clamp; (4) anterior exposure the lower cervical
trachea; (5) puncture with insulin syringe and needle in the middle third of cervical
trachea; (6) injection of saline or diluted elastase; (7) synthesis of skin incision with
nylon 5-0. With the animal still under sedation, exchange positions maneuvers were

performed for better distribution of elastase into the lungs.

The mice were divided into the following groups: control (C) and elastase
(E10, E15, E20). In C group (n=8), sterile saline solution (0.9%NaCl) was
intratracheally (i.t.) instilled (50ul). In E groups, three different porcine pancreatic

elastase (PPE) (Sigma-Aldrich) doses i.t. were tested:

. E10........... (n=8)....... diluted with 50ul 0.9%NaCl;

. E15.en... (n=7).......diluted with 50ul 0.9%NaCl;

. E20........... (n=7)....... diluted with 50ul 0.9%NaCl;
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All animals received one instillation per week for a regular period of four

weeks.

Body weight

The animals were weighed every week before the instillation and at the end of

the experiment.

Plethysmography

One week after the fourth i.t. instillation, mice were anesthetized with
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) intraperitoneal. Lung mechanics were
analysed through plethysmography with FinePointe™ Series Resistance and
Compliance system (Buxco, Wilmington, NC, USA). The system was calibrated for
maximum volume of 0.25 ml and air pressure to the limit of 40 cmH,O. Tracheostomy
was performed and a cannula inserted into the trachea. The animals were connected
to the ventilator with a fixed respitatory rate of 140 breaths per minute (bpm). A
positive end-expiratory pressure (PEEP) of 2 cmH,O was used. Airway
measurements were recorded over a 3 minutes period after a 5 minutes acclimation

period followed by saline nebulization.

At the end of the experiment, animals were euthanized with an overdose of the
same drugs used for anesthesia. The lungs were inflated and the trachea was
clamped at end-expiration. The right lung was removed and fixed in 10% formalin for
histological analysis. The left lung was immediately cryopreserved at -80°C in for

further analysis.



43

Histological analysis

In order to define important aspects of the experimental model, this study
evaluated histological sections of 3 ym thick at the periphery of the right lung. We

analyzed the following data:

(a) size of alveolar diameters;

(b) percentage of area occupied by collagen fibers;

(c) percentage of area occupied by elastic fibers.

To evaluate the size of the alveolar diameters, lapidary characteristic of
emphysema, the slides were stained with hematoxylin and eosin (HE). Following,
through optical microscopy (Axioplan, Zeiss, Thornwood, NY, USA) digital
photographic images were performed that allowed subsequent quantitative analysis
determined by point-counting technique [12]. With the assistance of Image J software
(free software developed at the National Institutes of Health, USA), an overlay of the
images with the reticulum was performed. The reticulum contained a reference
system with 100 points and 50 line segments, arranged in parallel. To compute the
mean linear intercept (Lm) the number of alveolar intercepts was counted in 20
random fields per slide, using a 400x magnification, being Lm = Z length of the line

segments (1250 um) / number of intercepts.

Collagen (Sirius Red) and elastic fibers (Orcein dye) were quantified in
alveolar septa. The results were expressed as a percentage of the amount of
collagen and elastic fibers per area (%). The measures, considering a 400x

magnification image, were analyzed in 10 random fields using Image J software.
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Statistical analysis

For analysis of body weight, the method of Generalized Estimating Equations
(GEE) was used and data were expressed by mean + standard error. All other data
were non-parametric and analyzed using Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test.
Non-parametric data were expressed as median (25"-75" interquartile range). All

tests were performed using SPSS 20.0. Significance level was p<0.05.
RESULTS
Experimental Emphysema Model Establishment

No animals died neither during anesthesia or surgical procedures. One animal
was excluded in E20 group due to pneumonia. Thus, the total sample was 30
animals, eight animals in C group, eight in E10 group, seven in E15 and seven

animals in E20 group.
Body Weight

Body weight increased during the experiment regardless the group (p<
0.0001)(figure 3A). When we analyzed the body weight gain individually, considering

time and group, no statistical difference was detected (figure 3B).
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Figure 3: Body weight analysis.
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Values expressed as mean * standard error. A- All animals from different groups
(n=30). * Difference in body weight at week 1 and 5 (p<0.0001). B- Body weight along
time. C= control group; E10= 0.1U elastase once a week for four weeks; E15= 0.15U
elastase once a week for four weeks; E20= 0.2U elastase once a week for four weeks.

Plethysmography

Lung resistance (R) was higher in E20 than E10 group (p=0.008) (figure 4)
and no difference was observed in lung dynamic compliance (Cdyn)(figure 5). Tidal
volume (VT; p=0.021), minute ventilation (MV; p=0.013) and peak expiratory flow
(PEF; p=0.000) were more reduced in E20 compared to the other groups (figure 6

and 7).



Figure 4: Lung resistance (R).
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E10 vesus E20 (p=0.006). C= control group; E10= 0.1U elastase once a
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E20= 0.2U elastase once a week for four weeks.

o Outlier values.
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Figure 5: Lung dynamic compliance (Cdyn).
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Values expressed as median of 7-8 animals (25"-75" interquartile range).
C= control group; E10= 0.1U elastase once a week for four weeks; E15=
0.15U elastase once a week for four weeks; E20= 0.2U elastase once a
week for four weeks. o Outlier values.

Figure 6: Plethysmography.
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control group; E10= 0.1U elastase once a week for four weeks; E15= 0.15U elastase once a
week for four weeks; E20= 0.2U elastase once a week for four weeks. o Outlier values.
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Figure 7: Peak expiratory flow (PEF).
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Values expressed as median of 7-8 animals (25"-75" interquartile range). *
C versus E20 (p<0.0001). ** C versus E15 (p=0.032). *** E10 versus E20
(p=0.001). C= control group; E10= 0.1U elastase once a week for four
weeks; E15= 0.15U elastase once a week for four weeks; E20= 0.2U
elastase once a week for four weeks. o Outlier values.

Histological analysis

Mean linear intercept increased with higher doses (figure 8). Thus Lm was
higher in E15 and E20 groups, when compared to control values (p=0.028 and
p=0.001, respectively). No significant difference was observed between control and

E10 in Lm. Additionally, Lm was greater in E20 than E10 (p=0.017) (figure 9).
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Figure 8: Photomicrographs (200x) of lung parenchyma
stained with HE, one week after the 4™ elastase instillation.

A- Control group; B- E10; C- E15; D- E20. Arrows show
areas with emphysema.

The fraction area of elastic fibers reduced significantly in E20 group when
compared to the other groups (p=0.020). There was significant difference when E20
was compared with E10 (p=0.026)(figure 10). Moreover, fraction area of collagen
fiber was also decreased in E15 and E20 compared to C group (p<0.0001 and

p<0.0001, respectively) (figure 11).



Figure 9: Mean linear intercept (Lm).
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Values are median of 7-8 animals (25"-75" interquartile range). * C versus
E20 (p=0.001). ** C versus E15 (p=0.028). *** E10 versus E20 (p=0.017).
C= control group; E10= 0.1U elastase once a week for four weeks; E15=
0.15U elastase once a week for four weeks; E20= 0.2U elastase once a
week for four weeks.
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Figure 10: Fraction area occupied by elastic fiber.
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Values are median 7-8 animals (25"-75" interquartile range). * E10 versus
E20 (p=0.026). C= control group; E10= 0.1U elastase once a week for four
weeks; E15= 0.15U elastase once a week for four weeks; E20= 0.2U
elastase once a week for four weeks. o Outlier values.
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Figure 11: Fraction area occupied by collagen fiber.
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Values are median 7-8 animals (25"-75" interquartile range). * C versus E20
(p<0.0001). ** C versus E15 (p<0.0001). C= control group; E10= 0.1U
elastase once a week for four weeks; E15= 0.15U elastase once a week for
four weeks; E20= 0.2U elastase once a week for four weeks.

DISCUSSION

In the current study we developed models of different degrees of emphysema
induced by different doses of elastase in mice. For this purpose, lung mechanics and
histology were analyzed. Higher dose resulted in lung mechanical changes
associated with elastolisis and alveolar hyperinflation. Conversely, 0.15U resulted in
histological changes but no significant modifications in lung mechanics. Lower dose

led to no significant morphofunctional changes.

Several studies developed experimental emphysema using different doses of
elastase. The emphysema induced with several doses of elastase presents
advantages when compared with only one dose, such as increased mean linear

intercept, damage similar to progressive emphysema in humans and systemic
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changes [10, 11, 13]. When we considered the dose of elastase, Cruz et al. used
0.1U and shown morphologic changes in lung parenchyma (seen by increased mean
linear intercept and collagen fibers and decreased elastic fibers) [14]. When we tried
to reproduce their results, no statistical difference was seen in the same parameters.
So we tested increasing doses until we could find the one that produced emphysema
with not only morphological modifications but also changes in lung function and
without mortality. Luthge et al. used an elastase dose of 3.3U/100g (0.66U per
animal) in five instillations once a week. The animals developed emphysema with
high mean linear intercept (Lm) of 260,7 um, however with a high mortality rate due
to pneumothorax and pulmonary hemorrhage (30%) [11]. In our study, mean Lm was
47.5 + 15.8um in E20 group and no mortality was observed, demonstrating the safety

of the model. Probably the use of higher doses implies in increased mortality.

We observed that increasing elastase doses produce emphysema with a
reduction of the area occupied by collagen in alveolar septa. The remodeling phase
of healing involves collagen deposit and begins approximately eight days after the
injury. Initially, it is produced collagen Ill. It is absorbed giving place to collagen |
(more mature and resistant collagen)[15]. Hamakawa et al. demonstrated that, during
emphysema time course, the ratio of collagen Ill to collagen | first decreased in the
early phase (2 days after the treatment with elastase) then gradually returned to the
same level as in the control group (21 days after) [16]. This could explain why, seven
days after the last instillation, we observed that the fraction area occupied by
collagen fiber was reduced. Thus, the time to begin the remodeling phase (increasing
collagen and repairing the injuries) was insufficient. Other authors evaluated the
behavior of collagen fibers in experimental emphysema and demonstrated it is

increased. The difference between their studies to ours is the moment of euthanasia.
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Most of them evaluate collagen at least after 14 days of the disease induction [17-
19]. When elastic fibers are considered, also a decrease was observed. Some
authors believed that the increase in collagen is related to inflammatory
pathogeneses of the disease while loss of elastin supports the protease-antiprotease
theory [16, 20]. Since there was not enough time to lung remodeling, we believe that
loss of elastin was pivot of enlargement of alveolar spaces, supporting the elastolytic
hypotheses of emphysema development. Besides reduce fibers, Kononov et al.
showed considerably reduced elasticity on connective tissue of elastase
emphysema, and the networks formed by collagen and elastin exhibited larger
deformation and distortion during stretching [21]. So, if the efficiency of the fibers is

not good, lung mechanics can be altered[22].

When we analyzed the plethysmographic data, we observed an
increase of R in the animals that the emphysema was induced with higher elastase
dose (0.15U and 0.2U), as well as a reduction in VT, MV and PEF. Lung resistance is
inversely proportional to air flow [23]. Since VT and PEF data were lower in the group
with higher alveolar spaces, consequently R was higher. Values for R can stay
unaltered due to compensation resulting from hyperinflation in humans. In E20 group
that did not happen. However, similar to human emphysema, there is great
participation of the peripheral component [23]. Ingenito et al. reported, in sheep
treated with papain, the same pattern of R, suggesting an underlying airway
obstruction [24]. No other studies using mice and whole-body plethysmography
reported increased R. Some studies used other evaluation methods that involve
muscle paralysis as an adjunct to anesthesia, mainly influencing the evaluation of

airway resistance [25-27]. Ito et al. showed that R values decreased with increasing
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PEEP (higher than 6cmH,0) but this was not significant [19]. In our study we used

low PEEP so maybe this helps the R stays high.

In parenchymal fibrosis there is an increase in collagen fibers and a natural
tendency of decrease dynamic compliance [22, 28]. In the whole-body
plethysmography no difference in Cdyn was observed when compared to control
group. It is known that Cdyn is deeply related to elastic tissue (specially collagen
fibers) [19, 29]. As noted earlier, there was no increase in area occupied by collagen

fibers, possibly explaining the unchanged behavior of Cdyn.

In 2009, Perez-Padilla et al. used data from large population studies to
test whether PEF confirmed airflow obstruction. Since patients with higher risk for
COPD had lower PEF, they showed the usefulness of the measure as an indicator
mortality risk in hospitalized patients, in the emergency room screening of
exacerbations and home assessment of the patient [30]. When we analyzed PEF we
demonstrated a significant decrease proportional to the increase of the applied

elastase dose, confirming the similarity with emphysema seen in humans.

The present study has some limitations: analysis time too short to observe
lung remodeling and no method to evaluate inflammation to confirm/exclude the
elastolytic hypotheses of emphysema pathogeneses was used, at least in the
beginning of the development of the disease. Also, we did not evaluate healthy mice

(without instillation of saline).

In conclusion, four instillations of 0.2 U of elastase, once a week, produce an
effective and safe model of experimental pulmonary emphysema. As we
demonstrated, there is greater airspace enlargement (seen by Lm), reduction in the

area occupied by collagen and elastic fibers and lung mechanic changes with the
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higher dose, making this model adequate for treatment researches. As perspective,
this study can be used as a platform for research in the field of cell therapy in

pulmonary emphysema.

This study was supported by the Research Incentive Fund / Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (FIFE / HCPA).
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RESUMO:

O uso de modelos murinos de enfisema pulmonar é importante para testar
diferentes estratégias terapéuticas. Dependendo do grau de dano pulmonar,
algumas terapias resultam em diferentes efeitos. O objetivo deste estudo foi
desenvolver um modelo murino de enfisema induzido por diferentes doses de
elastase a fim de produzir diferentes graus de severidade. Foram testadas trés
diferentes doses de elastase (0,1U, 0,15U e 0,2U), administradas uma vez por
semana durante quatro semanas, por via intratraqueal. Foram medidas mecanica
pulmonar (pletismografia), diametro alveolar médio e fracdo de area ocupada por
fibras colagenas e elasticas em camundongos fémeas C57BL/6. Este estudo foi
realizado no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Observamos aumento na resisténcia pulmonar com maior dose de elastase

(0,2U) [2,02(1,67; 2,34) cmH20.s/ml; p=0,008]. . No mesmo grupo, volume corrente
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e ventilacdo minuto reduziram. O pico de fluxo expiratério aumentou
significativamente nos grupos tratados com 0,15U e 0,2U. Nenhuma alteragéo
significativa foi observada na complacéncia pulmonar dindmica. O diametro alveolar
meédio foi maior nos grupos com 0,15U e 0,2U de elastase demonstrando a
destruicdo dos espagos alveolares [E15: 30,31(26,65;43,13)um and E20:
49,49(31,67;57,71)um; p<0,0001). . A fracdo de area ocupada por fibras colagenas e
fibras elasticas foi menor nos animais que receberam 0,2U de elastase. Concluimos
que quatro instilagdes intratraqueais de 0,2U de elastase, uma vez por semana
induzem alteragées na fungdo pulmonar e na histologia, sugerindo um modelo
experimental de enfisema pulmonar severo, enquanto que doses menores resultam

somente em modificagdes histoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: enfisema pulmonar, mecanica pulmonar, elastase

pancreatica, fibras colagenas.

INTRODUGAO

Enfisema pulmonar é uma doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
definida por limitagcdo persistente do fluxo aéreo, cujos achados histologicos
evidenciam aumento permanente do espaco aéreo distal até os bronquiolos
terminais, acompanhado de destruicdo das paredes alveolares e sem fibrose 6bvia
[1, 2]. A diminuicdo da sustentacdo radial dos alvéolos prejudica a propriedade de
recuo elastico dos pulmdes, induzindo ao colapso expiratério nas pequenas vias
aéreas e consequente aprisionamento de ar. Uma caracteristica marcante do
pulm&o enfisematoso € a exacerbagdo do fluxo aéreo comunicante entre os sacos
alveolares vizinhos, mecanismo conhecido como ventilagao colateral [3]. Em 2012,

numa populagdo mundial estimada em sete bilhdes de pessoas, a Organizagao
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Mundial de Saude (OMS) calculou que 210 milhdes de pessoas tenham DPOC.
Acredita-se que em 2030 a doencga se tornara a quarta causa de mortalidade no
mundo com um custo financeiro crescente em paises industrializados, ou em

desenvolvimento [1, 2, 4].

Até o presente momento, ndo houve terapia eficaz capaz de atenuar o dano
morfologico, melhorando a fungdo pulmonar e os sintomas. Cessac¢éo do tabagismo
e programas de reabilitagdo pulmonar conseguem demonstrar algum beneficio.
Entretanto, a maioria dos pacientes em fase avancada da doenca apresenta
dispnéia aos minimos esforgos e uma péssima qualidade de vida [2, 5-8]. Para
melhorar o entendimento da fisiopatologia do enfisema e para testar novas terapias,
modelos experimentais tem sido desenvolvidos. Ha modelos genéticos, aqueles
induzidos por exposicdo a fumaca e também mediante o uso de enzimas como
papaina e elastase [9]. A indugdo do enfisema com multiplas doses de elastase tem
a capacidade de reproduzir o enfisema panacinar rapidamente [10]. Observa-se
também que doses maiores de elastase aumentam a mortalidade dos camundongos
[10, 11]. Além disso, a resposta a diferentes terapias depende do grau de severidade

do enfisema [2].

Esse estudo objetivou desenvolver diferentes graus de severidade de
enfisema pulmonar experimental induzido por elastase em camundongos. Para esse
proposito, diferentes doses de elastase foram usadas e foram analisadas a

mecanica respiratoria assim como histologia.
MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre sob numero 13-0086. Os animais foram mantidos em instalacdes
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adequadas, de acordo com a lei brasileira 11.794/2008, Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos, Diretrizes da
Pratica de Eutanasia e com o Guide for the Care and Use for Laboratory Animals —
ILAR/EUA (2011), na Unidade de Experimentagcdo Animal do Centro de Pesquisa

Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Indugéo do enfisema

Trinta camundongos C57BL/6 fémeas, com dois meses de idade, pesando
entre 17 e 20 g foram usados neste estudo. Os animais foram anestesiados com
isoflurano (5% para indugdo e 2% para manutengéo) e receberam 10 mg/kg de
tramadol via intraperitoneal. A traqueia foi abordada através de (1) incisédo
longitudinal na linha medial da regido cervical com o animal em decubito dorsal
simples; (2) dissecgao mediana do plano muscular; (3) tracdo pelo plano posterior
traqueoesofagico com pinga; (4) exposigao anteriorizada da traqueia cervical inferior;
(5) puncdo mediante emprego de seringa e agulha de insulina no terco médio da
traqueia cervical; (6) injecdo de salina ou elastase diluida; (7) sintese da inciséo
cutdnea com mononylon 5-0. Ainda com o animal sob sedagdo, eram realizadas
manobras de troca de posturas para melhor distribuigdo da elastase dentro do

pulmao.

Os camundongos foram divididos nos seguintes grupos: controle (C) e
elastase (E10, E15 e E20). No grupo C (n=8) houve instilag&do intratraqueal (i.t.) de
50ul de solugéo salina esteéril (NaCl 0,9%). Nos grupos E, trés diferentes doses de

elastase pancreatica porcina (PPE, Sigma-Aldrich) foram testadas por via i.t.:

. E10........ (n=8)..... 0,1U diluida em 50ul de NaCl 0,9%;
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. E15......... (n=7)..... 0,15U diluida em 50ul de NaCl 0,9%;

. E20......... (n=7)..... 0,2U diluida em 50ul de NaCl 0,9%.

Todos animais receberam uma instilacdo por semana, durante um periodo

regular de quatro semanas.

Peso Corporal

Os animais foram pesados toda semana antes da instilacdo e ao final do

experimento.

Pletismografia

Uma semana apdés a quarta instilagdo i.t., os camundongos foram
anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal. A
mecénica respiratoria foi analisada através de pletismografia com o sistema
FinePointe™ Series, Resistance and Compliance (Buxco, Wilmington, NC, EUA). O
sistema foi pré-calibrado para volume maximo de 0,25 ml e pressédo aérea até o
limite de 40 cmH»0. Foi realizada uma traqueostomia e uma canula foi inserida na
traqueia. Os animais foram conectados ao ventilador com frequéncia respiratoria fixa
de 140 incursdes respiratérias por minuto (irpm). A pressédo positiva no final da
expiracdo (PEEP) estabelecida foi de 2 cmH;0. Medidas de vias aéreas foram
gravadas durante trés minutos, apdés um periodo de aclimatagdo de cinco minutos

seguido por nebulizagdo com solugao salina.

No final do experimento, os animais foram eutanasiados com sobredose das
mesmas drogas utilizadas na anestesia. Os pulmdes foram insuflados e a traqueia

clampeada no final da expiragdo. O pulm&o direito foi removido e fixado em
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formalina 10% para analise histoloégica. O pulm&o esquerdo foi imediatamente

criopreservado a -80°C para posterior analise.

Estudo histoloégico por microscopia optica

Visando definir importantes aspectos do modelo experimental esta pesquisa
avaliou cortes histologicos de 3um de espessura na periferia do pulmao direito.

Foram analisados os seguintes dados:

(a) tamanho dos diametros alveolares;

(b) porcentagem de area ocupada por fibras colagenas;

(c) porcentagem de area ocupada por fibras elasticas.

Para avaliagao do tamanho dos didametros alveolares, caracteristica lapidar do
enfisema, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Na sequéncia,
mediante microscopia Optica (Axioplan, Zeiss, Thornwood, NY, EUA), foram
realizadas imagens fotograficas digitais que permitiram posterior analise quantitativa
determinada por técnica de contagem de pontos [12]. Com auxilio do software Image
J (Software livre desenvolvido no National Institutes of Health, EUA) foi realizada
sobreposi¢cao da imagem com o reticulo. O reticulo contem um sistema de referéncia
de 100 pontos e 50 segmentos de reta, dispostos em paralelo. Para computar o
didametro alveolar médio (Lm) o numero de interceptos alveolares foi contado em 20
campos aleatérios por lamina, usando aumento de 400x, sendo Lm = % do

comprimento dos segmentos de reta (1250 um) / n° de interceptos.

Fibras colagenas (Sirius Red) e elasticas (corante Orceina) foram

quantificadas no septo alveolar. Os resultados foram expressos como porcentagem
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da quantidade de fibras colagenas e elasticas por area. As medidas, ainda
considerando um aumento de 400x, foram analisadas em 10 campos aleatorios pelo

software Image J.

Analise estatistica

Para analise do peso corporal o método de Equacbes de Estimativas
Generalizadas (GEE) foi usado e dados foram expressos por média + erro padréo.
Os outros dados eram n&o paramétricos e foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn. Dados n&o-paramétricos foram expressos por
mediana (intervalo interquartil 25-75). Todos os testes foram realizados pelo

software SPSS 20.0. Foi considerado significativo p<0,05.

RESULTADOS

Estabelecimento de modelo experimental de enfisema

Nenhum animal morreu durante a anestesia nem nos procedimentos
cirurgicos. Um animal foi excluido no grupo E20 devido a pneumonia. Portanto, a
amostra total foi de 30 animais, oito animais no grupo controle, oito no grupo E10,

sete no E15 e sete animais no grupo E20.

Peso corporal

O peso corporal aumentou durante o experimento independente do grupo
(p<0,0001) (figura 12A). Quando analisamos o peso corporal ganho individualmente,
considerando tempo e grupo, nenhuma diferenga estatistica foi detectada (figura

12B).



Figura 12: Analise de peso corporal.
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Valores expressos por média + erro padrdo. A - Todos animais dos diferentes grupos (n=30).
* Diferenga no peso corporal entre semana 1 e 5 (p<0,0001). B- Peso corporal ao longo do
tempo. C= grupo controle; E10= 0,1U de elastase 1x/semana por 4 semanas; E15= 0,15U de
elastase 1x/semana por 4 semanas; E20= 0,2U de elastase 1x/semana por 4 semanas.

Pletismografia

A resisténcia pulmonar (R) foi maior no grupo E20 do que no E10

(p=0,008)(figura 13) e nenhuma diferenca na complacéncia pulmonar dindmica

(Cdyn) foi observada (figura 14). Volume corrente (VT; p=0,021), ventilagdo minuto

(MV; p=0,013) e pico de fluxo expiratério (PEF; p<0,0001) foram menores no grupo

E20 comparado aos demais grupos (figuras 15 e 16).



Figura 13: Resisténcia pulmonar (R).
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versus E20 (p=0,006). C= grupo controle; E10= 0,1U de elastase 1x/semana por 4
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elastase 1x/semana por 4 semanas. o Valor outlier.
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Figura 14: Complacéncia pulmonar dindmica (Cdyn).
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Figura 15: Pletismografia.

28,00
,200- A B
26,00
180
% %*
24,007 *
*
o 3 o
= 160 ‘E
22,00
=
E =
; £
<
140 > 20,00
=
o 18,00
120 °
16,00
,100-
T T T T T T T T
C E10 E1S E20 C E10 ELS £20
Grupo Grupo
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(p=0,024). C= grupo controle; E10= 0,1U de elastase 1x/semana por 4 semanas; E15= 0,15U
de elastase 1x/semana por 4 semanas; E20= 0,2U de elastase 1x/semana por 4 semanas. o
Valor outlier.
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Figura 16: Pico de fluxo expiratério (PEF).

4,004 % %
%*
O
3,80 Yo%
Yo ¥k
3,60 -
Yedede
Tn\ %
Y 3404
E
w 3,207
w
o.
3,00
2,80
2,60
T T T T
C E10 E15 E20

Grupo

Valores expressos por mediana de 7-8 animais (intervalo interquartil 25-75).
* C versus E20 (p<0,0001). ** C versus E15 (p=0,032). *** E10 versus E20
(p=0,001). C= grupo controle; E10= 0,1U de elastase 1x/semana por 4
semanas; E15= 0,15U de elastase 1x/semana por 4 semanas; E20= 0,2U
de elastase 1x/semana por 4 semanas. o Valor outlier.

Analise Histologica

O diametro alveolar médio (Lm) aumentou com doses maiores (figura 17).
Assim, o Lm foi maior nos grupos E15 e E20, quando comparados com valores do
grupo C (p=0,028 e p=0,001, respectivamente). Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre o grupo controle e E10 no Lm. Adicionalmente, o Lm do grupo E20

foi maior que no E10 (p=0,017) (figura 18).
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Figura 17: Fotomicrografias (200x) do parénquima pulmonar
corado com HE, uma semana apés a 4° instilacdo de elastase.

A- Grupo controle; B- E10; C- E15; D- E20. Setas mostram
areas com enfisema.

A fragao de area ocupada por fibras elasticas reduziu significativamente no
grupo E20 quando comparado com os outros grupos (p=0,020). Houve diferenca
significativa quando E20 foi comparado com E10 (p=0,026) (figura 19). Além disso, a
fracdo de area ocupada por fibras colagenas foi menor nos grupos E15 e E20
quando comparados com o grupo C (p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente) (Figura

20).



Figura 18: Diametro alveolar médio (Lm).
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versus E20 (p=0,001). ** C versus E15 (p=0,028). *** E10 versus E20 (p=0,017).
C= grupo controle; E10= 0,1U de elastase 1x/semana por 4 semanas; E15= 0,15U
de elastase 1x/semana por 4 semanas; E20= 0,2U de elastase 1x/semana por 4
semanas.
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Figura 19: Fracao de area ocupada por fibras elasticas.
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versus E20 (p=0,026). C= grupo controle; E10= 0,1U de elastase 1x/semana por 4
semanas; E15= 0,15U de elastase 1x/semana por 4 semanas; E20= 0,2U de
elastase 1x/semana por 4 semanas. o Valor outlier
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Figura 20: Fracao de area ocupada por fibras colagenas.
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Valores expressos em mediana de 7-8 animais (intervalo interquartil 25-75). * C
versus E20 (p<0,0001). ** C versus E15 (p<0,0001). C= grupo controle; E10= 0,1U
de elastase 1x/semana por 4 semanas; E15= 0,15U de elastase 1x/semana por 4
semanas; E20= 0,2U de elastase 1x/semana por 4 semanas.

DISCUSSAO

No presente estudo nds desenvolvemos modelos com diferentes graus de
enfisema induzidos por diferentes doses de elastase em camundongos. Para esse
propdsito, mecanica respiratoria e histologia foram analisadas. A dose maior resulta
em alteracbes na mecanica respiratéria associada com elastélise e hiperinsuflagao
alveolar. Reciprocamente, 0,15U resultou em mudangas histolégicas mas sem
modificagdes na mecanica respiratoria. A dose mais baixa ndo levou a alteragdes

morfoldgicas significativas.
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Diversos estudos desenvolveram enfisema experimental usando diferentes
doses de elastase. O enfisema induzido por multiplas doses de elastase apresenta
vantagens quando comparado com uma unica dose, como aumento do diametro
alveolar médio, dano similar ao enfisema progressivo em humanos e alteragdes
sistémicas [10, 11, 13]. Quando consideramos a dose de elastase, Cruz et al.
usaram 0,1U e demonstraram alteragdes morfolégicas no parénquima pulmonar
(visto pelo aumento do diametro alveolar médio e fibras colagenas e redugédo de
fibras elasticas) [14]. Ao tentarmos reproduzir seus achados, nenhuma diferenca
significativa foi encontrada nos mesmos paréametros. Entdo testamos doses
crescentes até conseguirmos encontrar uma que produzisse enfisema com n&o
somente modificagdes morfoldgicas mas também, alteragées na fungdo pulmonar, e
sem mortalidade. Luthge et al. usaram dose de 3,3U/100g (0,66U por animal) em
cinco instilagbes com intervalo de uma por semana. Os animais desenvolveram
enfisema com grande didmetro alveolar médio (Lm) de 260,7 ym, porém com alta
taxa de mortalidade devido a pneumotdrax e hemorragia pulmonar (30%) [11]. Em
nosso estudo, o Lm médio foi de 47,5 £ 15,8 ym no grupo E20 e nenhum
mortalidade foi observada, o que demonstra a seguranga do modelo de enfisema.

Provavelmente o uso de doses mais altas implica no aumento da mortalidade.

Observamos que doses maiores de elastase produzem enfisema com
reducao da area ocupada por colageno no septo alveolar. A fase de remodelamento
cicatricial envolve depdsito de colageno e inicia aproximadamente oito dias apds a
lesdo. Inicialmente, € produzido colageno tipo lll. Este é absorvido, dando lugar ao
colageno tipo | (colageno mais maduro e resistente) [15]. Hamakawa et al.
demonstraram que, durante o curso do enfisema, a taxa de transposicdo dos

depdsitos de colageno tipo Ill para colageno tipo | diminui na fase inicial (dois dias
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apos o tratamento com elastase), para entdo, gradualmente, retornar para o mesmo
nivel do grupo controle (21 dias apds) [16]. Isto poderia explicar o porqué de, sete
dias apds a ultima instilacido, nés observarmos fragdo de area ocupada por fibras
colagenas menor. Assim, o tempo para iniciar a fase de remodelamento
(aumentando o colageno e reparando as lesdes) foi insuficiente. Outros autores
avaliaram o comportamento das fibras colagenas em enfisema experimental e
demonstraram seu aumento. A diferenca entre estes estudos e 0 nosso é o
momento de eutanasia. A maioria avalia o colageno no minimo apds 14 dias de
indugdo da doencga [17-19]. Quando consideramos fibras elasticas, também foi
observado uma reducdo. Alguns autores acreditam que o aumento de colageno esta
relacionado com a patogénese inflamatéria da doenga, enquanto que perda de
elastina apdia a teoria de protease-antiprotease [16, 20]. Ja que ndo houve tempo
para o remodelamento pulmonar, acreditamos que a perda da elastina foi o pivbé da
transformacdo dos espacos alveolares, apoiando a hipotese elastolitica do
desenvolvimento de enfisema. Além disso, Kononov et al. mostraram redugao
consideravel na elasticidade do tecido conjuntivo de enfisema induzido por elastase,
e que a rede formada por colageno e elastina exibia maior deformacao e distorgéo
durante seu alongamento [21]. Portanto, se a eficiéncia das fibras ndo é adequada, a

mecanica respiratéria pode ser alterada [22].

Quando analisados os dados da pletismosgrafia, observamos um aumento na
R nos animais onde o enfisema foi induzido com doses maiores de elastase (0,15U
e 0,2U), assim como redugdo no VT, MV e PEF. A resisténcia pulmonar é
inversamente proporcional ao fluxo aéreo [23]. Como encontramos dados de VT e
PEF menores no grupo com maiores espagos alveolares, consequentemente, a R foi

maior. Valores de R podem permanecer inalterados devido a compensacao
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resultante da hiperinsuflagdo em humanos. No grupo E20 isso ndo aconteceu. No
entanto, similar ao enfisema em humanos ha grande participagdo do componente
periférico [23]. Ingenito et al. reportaram, em ovelhas tratadas com papaina, o
mesmo padrao de R, sugerindo obstrugédo de vias aéreas subjacentes [24]. Nenhum
outro estudo com camundongos e pletismografia de corpo inteiro relatou aumento de
R. Alguns estudos utilizam outros métodos de avaliagdo que envolvem a paralisagao
da musculatura como adjuvante na anestesia, influenciando principalmente na
avaliagao da resisténcia das vias aéreas [25-27]. Ito et al. mostraram que valores de
R reduzem com o aumento da PEEP (maior que 6 cmH»0), mas isso n&o foi
significativo [19]. No nosso estudo, usamos PEEP baixa, portanto talvez isso ajude a

R permanecer alta.

Na fibrose do parénquima pulmonar ha incremento de fibras colagenas e uma
tendéncia natural a diminuigdo da complacéncia dindmica [22, 28]. Na pletismografia
de corpo inteiro ndo observamos diferenga na Cdyn em relagéo ao grupo controle. E
sabido que Cdyn esta intimamente relacionada ao tecido elastico (especialmente
fibras colagenas) [19, 29]. Como visto anteriormente, n&do houve aumento da area
ocupada pelas fibras colagenas, possivelmente explicando o comportamento

inalterado da Cdyn.

Em 2009, Perez-Padilla et al. usaram dados de grandes estudos
populacionais para testar se PEF confirmava obstrugcdo de fluxo aéreo. Como os
pacientes com maior risco para DPOC tinham menor PEF, mostrou-se a utilidade da
medida como indicador de risco de mortalidade em pacientes hospitalizados, em
triagem de exacerbagdes na emergéncia e para avaliagdo domiciliar do paciente

[30]. Quando analisamos PEF, demonstramos redugao significativa proporcional ao
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aumento da dose de elastase aplicada, confirmando a similaridade ao enfisema visto

em humanos.

O presente estudo tem algumas limitagdes: tempo de analise curto para
observar remodelamento pulmonar e nenhum método foi utilizado para avaliagao da
inflamacé&o para confirmar/excluir a hipétese elastolitica da patogénese do enfisema,
pelo menos no inicio do desenvolvimento da doenga. Além disso, ndo avaliamos

camundongos saudaveis (sem instilagdo de solugdo salina).

Concluimos que quatro aplicagdes de 0,2U de elastase, uma vez por semana,
produz um modelo eficaz e seguro de enfisema pulmonar experimental. Como
demonstramos, ha maior alargamento do espago aéreo (visto pelo Lm), redugéo da
area ocupada pelas fibras colagenas e elasticas e alteragbes na mecanica
respiratéria com a maior dose, tornando este modelo adequado para pesquisas
terapéutica. Como perspectiva, o presente estudo podera ser utilizado como
plataforma para realizagcdo de diversas pesquisas no campo da terapia celular em

enfisema pulmonar.

Este estudo foi apoiado pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa/ Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (FIPE/HCPA).
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