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RESUMO

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome caracterizada por
inflamacao pulmonar aguda e persistente, com edema pulmonar devido ao
aumento da permeabilidade vascular. Na LPA ocorre uma lesdo do epitélio
alveolar e do endotélio capilar por diferentes mediadores pro-inflamatorios,
principalmente, pelas citocinas liberadas em resposta a grande variedade de
insultos. A geracao de radicais livres (RLs) é outro importante mecanismo de
lesdo utilizado pelos neutréfilos, que sido capazes de gerar muitas das
alteragbes encontradas na LPA. Sabe-se que a producdo enddégena de
glutamato estimula uma variedade de mediadores inflamatdrios, incluindo
metabdlitos do acido araquidbnico, RLs e éxido nitrico (NO). O primeiro relato
de que os receptores NMDA poderiam estar envolvidos na fisiopatologia
pulmonar ocorreu através da demonstracao que o tratamento com um inibidor
seletivo desse receptor (MK-801) prevenia o edema pulmonar provocado pelo
aumento de NMDA instilado na traquéia de ratos sob ventilagdo mecanica. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do antagonista de receptor NMDA (MK-
801) como protetor no dano oxidativo em modelo experimental de LPA. Foram
utilizados ratos Wistar, machos. Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais: Grupo 1: Injecao intratraqueal (.T.) de 1 mL de solugado salina
(n=6); grupo 2: Indugédo da LPA através da injecdo de LPS intratraqueal (100
Mg/100 g de peso corporal) e tratamento com solugdo salina intraperitoneal
(I.P.) apés indugao da LPA (n=6); grupo 3: Inducdo da LPA e tratamento com
MK-801 (0.3 mg/kg I.P.) apés indugao da LPA (n=6) e grupo 4: Indugao da LPA
e tratamento com MK-801 (0.3 mg/kg I.T.) apds inducéo da LPA (n=6). Doze
horas apds o tratamento, os animais foram anestesiados para a retirada do
sangue por puncgao retro-orbital, coleta do lavado broncoalveolar (LBA) e
posteriormente, submetidos a eutanasia por decapitacdo para coleta do tecido
pulmonar. O tratamento com MK-801 promoveu uma diminuigdo na
concentracdo de proteinas totais, uma diminuicdo na atividade da lactato
desidrogenase (LDH), além de diminuir o numero de células inflamatérias no
LBA. No tecido pulmonar ocorreu uma diminuicdo do dano oxidativo avaliado
através dos niveis de TBARS e NO, e um aumento nos niveis de antioxidantes
como a CAT, SOD, GSH e SH. Também observamos uma melhora do
processo inflamatdrio através da analise histopatolégica do tecido pulmonar.
Podemos concluir através de nossos resultados que o tratamento com MK-801
promoveu uma melhora do processo inflamatério, uma melhora nos niveis de
antioxidantes e uma diminuigdo do dano oxidativo em ratos com LPA induzida
através da injecao intratraqueal de LPS.

PALAVRAS-CHAVE: lesdo pulmonar aguda, estresse oxidativo, receptor
NMDA e MK-801.



ABSTRACT

Acute Lung Injury (ALI) is a syndrome of acute respiratory failure that
results from pulmonary inflammation and acute pulmonary edema caused by
the increased permeability of the alveolar-capillary barrier. In ALI, capillary
endothelium and alveolar epithelium damage occurs resulting from the release
of proinflammatory molecules, mainly cytokines, as a response to systemic
insults. Free radical production is another important pathologic mechanism
mediated by neurophils, which are capable of developing several clinical
disorders found in ALI. It is well known that endogenous glutamate production
stimulates the release of many inflammatory mediators, including aracdonic
acid metabolites, free radicals and nitric oxide (NO). The first report describing a
possible involvement of NMDA receptors in pulmonary physiophatology was
based on a treatment with a selective inhibitor to this receptor (MK-801) used
for the prevention of pulmonary edema caused by the increase of NMDA
instilled intratracheally in rats under mechanic ventilation. The aim of this study
was to evaluate the use of NMDA receptor antagonist (MK-801) as a protection
against the oxidative injury in experimental model of ALIl. Adult male Wistar rats
were used. The animals were randomly divided into four groups: (1)
intratracheal instillation (1.T.) of 1 mL isotonic saline (n=6); (2) ALI induction with
intratracheal LPS (100 pg/100 g of body weight) plus treatment with saline
administered intraperitoneally (I.P.) after ALl (n=6); (3) ALI induction plus MK-
801 (0.3 mg/kg administered |.P.) after ALI (n=6); and (4) ALI induction plus
MK-801 (0.3 mg/kg administered |.T.) after ALI (n=6). Twelve hours after the
treatment, the animals were anesthetized for blood collection using retroorbital
puncture and bronchoalveolar lavage (BAL) was collected as well. After that,
the animals were killed by decapitation and lung tissue was colleted. The
treatment with MK-801 promoted a decrease in the total protein concentration,
LDH activity and in the total cell number in BAL. In the lung tissue we verified a
decrease of the oxidative injury measured by TBARS and NO levels and an
improvement in antioxidant levels such as CAT, SOD, GSH and SH. We also
verified an improvement in the inflammatory process as observed by the
histopathology analysis of lung tissue. The results obtained in this study let us
to conclude that treatment with MK-801 promoted an improvement in the
inflammatory process and antioxidant levels, as well as a decrease of the
oxidative injury in rats with intratracheal LPS-induced ALI.

KEY-WORDS: acute lung injury, oxidative stress, NMDA receptor and MK-801.



1 APRESENTAGAO DO TEMA

1.1 DEFINIGAO DE LESAO PULMONAR AGUDA (LPA)

A Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda (SARA) é uma sindrome
clinica comum, grave, caracterizada por lesdo pulmonar aguda (LPA), que
afeta tanto pacientes clinicos quanto cirurgicos, adultos ou criangcas (1).
Inicialmente descrita por Ashbaugh e Petty em 1967, sua definigdo e descrigao
foram redefinidas desde entdo para melhor incorporacao do espectro clinico da
doenga, bem como para melhor correlagdo da definigdo com a fisiopatologia da
sindrome (2).

Em 1994, uma nova definicdo foi estabelecida pelo American-European
Consensus Conference Comittees, e essa foi amplamente adotada por clinicos
e pesquisadores da area na identificagdo da LPA. Segundo o consenso, a LPA
foi conceituada como uma sindrome caracterizada por inflamacao pulmonar
aguda e persistente, com edema pulmonar devido ao aumento da
permeabilidade vascular, associada a trés achados clinicos (3,4):

1. Infiltrado radioldgico alveolar bilateral,

2. Relagado entre a pressao parcial de oxigénio arterial e a fragédo
inspirada de oxigénio (PaO,/FiO;) entre 201 e 300 mmHg,
independente do valor da pressao positiva expiratoria final (PEEP);

3. Auséncia de evidéncia clinica de elevacdo da pressao atrial
esquerda.

A SARA, por sua vez, apresenta definicdo semelhante a LPA, exceto

pela presenca de hipoxemia grave, identificando-se uma relacdo entre



PaO,/FiO, igual ou menor a 200 mmHg, independente do valor PEEP (5).
Portanto, considera-se que a SARA representa o estadgio mais grave do
espectro da LPA.

A probabilidade de um paciente desenvolver LPA aumenta a medida que
um ou mais fatores de risco estdo presentes. Por essa razao, é de fundamental
importancia identificar o paciente de risco, pois quanto mais precocemente se
intervém na causa de base, melhor sera o progndstico.

Os fatores de risco mais comumente relacionados a LPA s&o os
seguintes:

e Dano direto: aspiracao, infecgao pulmonar difusa (pneumonia), inalagao
téxica, contusdo pulmonar, embolia gordurosa e toxicidade pelo
oxigénio.

e Dano indireto: sepse, politraumatismo, politransfusdo, choque,
queimaduras, pancreatite, “by-pass” cardiopulmonar, intoxicagao
exdgena, coagulagao intravascular disseminada e excesso de fluidos.
Histologicamente, a LPA é caracterizada pela presenga de dano alveolar

difuso. O padréo da leséo envolve trés fases histopatoldgicas distintas (6):

e Fase exsudativa: caracterizada por edema intersticial e alveolar, bem
como pela formagado de membranas hialinas. Ocorre na primeira semana
de evolugio do quadro;

e Fase proliferativa: caracterizada pela melhora do edema pulmonar,
pela proliferagdo de pneumdécitos do tipo I, infiltracdo intersticial por

miofibroblastos e deposi¢céo de colageno;



e Fase fibrética: ocorre em pacientes com doenga prolongada,
caracterizada por alteracdo da “arquitetura” pulmonar normal, fibrose
difusa e formacgao de cistos.

E importante salientar que as trés fases histolégicas da lesdo ndo

necessariamente ocorrem em todos os pacientes com LPA (6).

1.1.2 FISIOPATOLOGIA DA LPA

A barreira alvéolo-capilar é formada pelo endotélio vascular e o epitélio
alveolar. A fase aguda da LPA é caracterizada pela presenga de um exsudato
protéico no espaco alveolar, como consequéncia do aumento na
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar (7). O epitélio alveolar € composto
por dois tipos de células. As células planas ou os pneumdcitos tipo | que
recobrem cerca de 90% da area alveolar e sdo menos suscetiveis a dano. As
células cubdides, também chamadas de pneumdcitos tipo Il, recobrem cerca de
10% da area alveolar e sao menos resistentes a danos e, tem como funcao, a
producdao de surfactante, participacdo no transporte de ions, proliferacao e
diferenciagdo em pneumdcitos tipo I. A perda da integridade epitelial na LPA
pode ocasionar diversas consequéncias. Primeiro, sob condicdes normais, a
barreira epitelial € muito menos permeavel que a barreira endotelial, sendo
assim, o dano epitelial contribui significativamente para o edema alveolar.
Segundo, a perda da integridade epitelial e o dano a pneumdcitos tipo Il
interrompem o transporte normal de fluidos, impedindo, assim, a drenagem do
edema alveolar (8,9,10). Terceiro, o dano aos pneumocitos tipo Il reduz a

producdo e o turnover de surfactante, promovendo as anormalidades do



surfactante (11,12,13). Quarto, a diminuicdo da barreira epitelial pode levar
pacientes com pneumonia bacteriana ao choque séptico (14). Finalmente, se o
dano alveolar for severo, o reparo endotelial desorganizado ou insuficiente
pode produzir fibrose (15). Assim, o dano epitelial é fundamental no
desenvolvimento e na recuperagcdo da LPA, sendo o grau do dano epitelial
alveolar um importante fator prognéstico (16,17,18,19).

Nos estagios precoces da doenca, os pacientes acometidos apresentam
taquipnéia e hipoxemia progressiva sendo que, em 24 horas, ja se observa
comprometimento radioldgico bilateral e, em 48 horas, o quadro pode progredir
para uma hipoxemia grave e refrataria com necessidade de ventilagao
mecanica (3).

Até o momento, o tratamento da LPA tem sido de suporte, com
entubacdo traqueal, ventilagdo mecanica com pressdo positiva e altas
concentracdes de oxigénio inspirado. Embora essas medidas sejam de grande
importancia na sobrevida dos pacientes, estudos mais recentes mostram que a
propria ventilagdo mecanica contribui para o dano pulmonar e, possivelmente,
para a disfungcao de multiplos 6rgaos desses pacientes (20).

A taxa de mortalidade dessa sindrome clinica chega a 40%, sendo que a
maioria das mortes ocorre por disfungado de multiplos 6rgaos e, apenas uma

pequena percentagem, morre propriamente por insuficiéncia respiratéria (21).

1.1.3 PROCESSO INFLAMATORIO NA LPA

Admite-se que na LPA ocorre uma lesdo do epitélio alveolar e do

endotélio capilar por diferentes mediadores pré-inflamatérios, particularmente



pelas citocinas, tais como o fator de necrose tumoral-a (TNF- a), interleucina 1
(IL-1) e interleucina 8 (IL-8), liberadas em resposta a uma grande variedade de
insultos (lesdo pulmonar direta ou indireta). Como consequéncia, os neutrofilos
sao atraidos e tornam-se ativados, liberando mediadores inflamatérios, como
oxidantes e proteases, que lesam diretamente o epitélio alveolar e o endotélio
vascular, propagando o processo inflamatério (22). Além disso, achados
recentes demonstram que ndo apenas a produgcdo de citocinas pro-
inflamatérias é importante, mas também o balanco entre mediadores pré e
antiinflamatorios (23).

Com a inflamagao, as barreiras habitualmente responsaveis por impedir
o edema alveolar sdao perdidas, havendo escape de proteinas do espago
intravascular em direcdo ao espaco intersticial, promovendo edema intersticial
e alveolar. O influxo de liquido com elevada concentracédo de proteinas para o
interior dos alvéolos altera a integridade do surfactante pulmonar, com lesao
adicional ao tecido pulmonar e colapso alveolar (24).

As lesdes pulmonares que ocorrem na LPA provavelmente se originam
da ativacao sistémica dos neutrdéfilos circulantes, que se aderem ao endotélio
vascular dos capilares pulmonares. Os neutrdfilos liberam enzimas proteoliticas
e espécies reativas do oxigénio (EROs), causando dano ao endotélio e
rupturas nos capilares com exsudacao para dentro do parénquima pulmonar,
que entao preenche os espacos alveolares (24).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado a ocorréncia de dano
mediado por neutrofilos na LPA. Avaliagdes histolégicas obtidas em estagios
iniciais da LPA mostram um grande acumulo de neutréfilos (17,24). Também é

possivel encontrar um grande numero de neutrofilos no lavado broncoalveolar



(LBA) obtidos de pacientes com LPA (16). Na figura 1, podemos analisar o
processo inflamatério na LPA através da comparagdo de um alvéolo normal

com um alvéolo com LPA.
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Figura 1. Processo inflamatério na LPA. Alvéolo normal (a esquerda) e alvéolo com LPA (a
direita) (1).




1.1.4 PARTICIPAGAO DE RADICAIS LIVRES (RLs) E ESPECIES

REATIVAS DE OXIGENIO (EROs) NA LPA

Do ponto de vista quimico, um RL é definido como qualquer atomo,
grupo de atomos ou molécula capaz de existir sob forma independente e que
contém um ou mais elétrons desemparelhados (25,26). Portanto, os RLs
podem ser formados pela adicdo ou pela perda de um elétron de uma
substancia ndo radical. Entretanto, existem compostos igualmente reativos
aos RLs que ndo possuem um elétron ndo-pareado na ultima camada e,
portanto, ndo podem ser classificados como RLs (26,27). Essas substancias
sdo classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs).

As EROs geralmente tém uma curta duragcdo de vida e sua
recombinagao quimica é quase imediata. Estudos demonstram que as EROs
possuem uma forte tendéncia para estabilizar sua 6rbita externa, para tanto,
captam um elétron de outro atomo ou molécula originando uma molécula
radicular (28).

Uma fonte importante de RLs é o sistema de transporte de elétrons
mitocondrial, sendo seu principal sitio de formagcao o complexo citocromo b-
ubiquinona (29,30). Na mitocéndria, a citocromo oxidase promove a reducao
completa de uma molécula de oxigénio (O2) em uma molécula de agua (H20) e,
para isso, sao necessarios quatro elétrons. Contudo, nem sempre o O, origina
H,O diretamente. Como consequéncia de sua configuracdo eletrbnica, a
molécula de O, tem forte tendéncia, durante as reacdes, de receber um elétron

de cada vez, formando uma série de intermediarios toxicos e reativos, tais



como: radical superdxido (O27), peréxido de hidrogénio (H.O,), e radical
hidroxila (OH’). O primeiro e o Ultimo destes apresentam elétrons

desemparelhados e sao classificados como RLs. Ja o H,O; ndo tem elétrons

nao-pareados na ultima camada e é classificado como uma EROs (31,32).
O 03" é o primeiro intermediario formado a partir da redugao incompleta do
oxigénio molecular na formacao da H,0O, e a partir dele podem se formar outras

EROs como o OH' e o0 H,0, (26,33). Muitos sistemas enzimaticos catalisam a

reducdo do O, a O;". Podemos citar como exemplos: xantina oxidase, flavina

oxidase e peroxidases. Varias outras enzimas como aquelas que catalisam a

formagao de prostaglandinas (ciclooxigenases) e leucotrienos (lipooxigenases)
também sao fontes de O, (34). Quando os RLs sdo produzidos em taxas que

superam a capacidade antioxidante dos organismos ocasionam uma situagao

de estresse oxidativo (29,35,36).

A alteracdo no balango antioxidante/oxidante parece ser muito importante
na fisiopatologia da LPA. Concentragdes diminuidas de antioxidantes (acido
urico, glutationa, ascorbato) sdo observadas nas vias aéreas de pacientes com
LPA (37). Concentragdes elevadas de H,O, bem como de produtos da
peroxidagao de fosfolipideos de membrana foram observados no ar exalado

por pacientes com LPA (38).



1.1.5 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE CONTRA ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (EROs) E ESPECIES REATIVAS DE

NITROGENIO (ERNSs)

Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para evitar o acumulo
de EROs que incluem mecanismos enzimaticos e nao-enzimaticos. As
principais enzimas antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase

(CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-PX). Essas enzimas evitam o acumulo
de O, e de H,0O, e a conseqiiente produgédo de OH', contra o qual ndo existe

nenhum sistema enzimatico de defesa (26).

Existem substancias que neutralizam a acao dos RLs, levando a formagao
de produtos menos téxicos, denominados “scavengers”, enquanto aquelas que
atuam absorvendo a energia de excitacdo dos RLs, neutralizando-os, sdo

chamados “quenchers” (34).

1.1.5.1 CATALASE (CAT)

Esta enzima esta presente em todos os tipos de células de mamiferos e
esta localizada, principalmente, num componente subcelular chamado
peroxissoma. Alguns érgdos como o0 coragao, musculo esquelético e cérebro
contém niveis mais baixos de CAT do que outros, como o figado e, assim,
estdo mais expostos aos danos provocados pelos RLs (39). A atividade
catalasica € a principal reguladora dos niveis intracelulares de H,O, (figura 2)

(40).



CAT

2 H202 - » 02 + 2 HZO

Figura 2: Reacao de decomposicdo do H,O, pela CAT (40).

1.1.5.2 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A SOD é uma enzima essencial para todas as células aerdbicas, pois
catalisa a dismutacdo do radical O,", uma importante EROs, formando H,O, e
O,. Existem trés tipos de SOD, uma que contém cobre e zinco no sitio ativo
(Cu/Zn-SOD) e é encontrada no citoplasma em maior quantidade, mas esta
presente também nos peroxissomas, lisossomas e no espaco intermembranas
da mitocdndria; a que contém manganés (Mn-SOD) e esta presente na matriz
mitocondrial e, a que contém ferro (Fe-SOD) e, é encontrada em plantas e
bactérias (29).

Este grupo de enzimas catalisa a reagdo de dois radicais O,", com
consequente formacgao de H,O,, que € menos reativo e é degradado por outras
enzimas (CAT ou GSH-PX) (figura 3). Essa reagdo pode acontecer
espontaneamente em condi¢des fisioldgicas, porém quando catalisada pela

SOD a velocidade de dismutagdo é 10* vezes maior (29).

SOD
02'- + 02'- + 2H* - > 02 + H202

Figura 3: Dismutagdo do radical O, por agdo da SOD (29).



1.1.5.3 GLUTATIONA PEROXIDASE (GSH-PX)

A GSH-PX, quando foi descoberta por Mills em 1957, era considerada uma
enzima responsavel apenas pela degradagao do H,O,, tal como a CAT. Hoje,
esta enzima, que é encontrada em muitos tecidos animais, é considerada um
dos principais sistemas antioxidantes. A enzima reage com uma variedade de
hidroperdxidos organicos assim como o H,O,. Ha dois tipos de GSH-Px, uma
que utiliza o selénio como cofator, encontrada tanto na mitocéndria como no
citosol; e outra que nao depende de selénio, encontrada no citosol e
responsavel pela metabolizagdo de hidroperdxidos organicos (41) .

A GSH-Px catalisa a reacado de hidroperdoxidos com a glutationa reduzida
(GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de redugdo do

hidroperéxido (figura 4) (42).

GSH-Px

ROOH+2GSH — ROH + H,0 + GSSG

Figura 4: Reagao de decomposi¢do de um hidroperéxido pela GSH-Px (42).

A glutationa reduzida (GSH) representa o principal antioxidante nao-
enzimatico hidrossoluvel da célula, provocando seus efeitos desintoxicantes ao
reagir com o H,O; e outros perdxidos, transformando-se na sua forma oxidada
(GSSG) (43). Sua capacidade redutora € determinada pelo grupamento
sulfidrila (SH) presente na cisteina. A GSH protege a célula contra leséo
resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico,

radiacéo e luz ultravioleta (44). Apds a exposicdo da GSH ao agente oxidante,



ocorre a oxidacdo a GSSG. A recuperacdo da GSH é feita pela enzima
glutationa redutase (GR), uma etapa essencial para manter integro o sistema
de protecéo celular (45).

O poder antioxidante da GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida
de 90% de ratos submetidos a hiperoxia e tratados com instilagao de eritrocitos
na traquéia. O resultado foi atribuido a GSH intra-eritrocitaria, que protegeu o
pulmao do dano induzido pelo estresse oxidativo resultante de hiperoxia (46).
Além da GSH, existem outros antioxidantes nao-enzimaticos importantes, como
0 acido ascorbico e o acido urico. O acido urico € formado pela degradacao de
purinas e € liberado para o liquido extracelular, que inclui sangue, saliva e
liquido de revestimento pulmonar. Juntamente com tidis protéicos, ele é

responsavel pela principal capacidade de sequestro de RLs do plasma (47).

1.1.6 LIPOPEROXIDAGAO NA LPA

Por serem formadas em grande parte por lipidios insaturados e proteinas,
as membranas sdo particularmente vulneraveis ao ataque oxidativo. Esses
lipidios poliinsaturados reagem com as espécies reativas formando
hidroperéxidos lipidicos (26). Quimicamente, o processo de lipoperoxidacao
(LPO) consiste de reagdes em cadeia e classificamente sdo divididas em trés
fases: reacao de iniciagao (figura 5 A), reagdo de propagacéao (figura 5 B) e
reacao de terminagao (figura 5 C) (26).

Nas reagdes de iniciagdo, um RL é formado de uma espécie quimica nao-
radical livre estavel. Nas reagdes de propagacido, também chamadas de

reacdes centrais, um RL reage com uma molécula estavel originando outro RL



como produto e; nas reacoes de terminacao, dois RLs anulam seus elétrons

solitarios formando um produto estavel (48).

RH — R +H (Figura 5 A) Reagéo de iniciagdo da LPO (48).

R + 02 — ROO (Figura 5 B) Reagao de propagagao da LPO (48).

ROO'+RH —, ROOH +R

ROO + R —— ROOR (Figura 5C) Reacao de terminag&o da LPO (48).

R+R—— R-R

A LPO é um processo fisioldgico continuo que ocorre nas membranas
celulares. Além de ser um fator de renovagdo da membrana, este processo &
essencial na sintese de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na
fagocitose e pinocitose (26). Por outro lado, este processo pode ser téxico
quando as defesas antioxidantes sao insufucientes ou quando ha intensa
producao de espécies reativas. O ataque das espécies reativas pode oxidar as
multiplas cadeias laterais de acidos graxos e lipoperoxidos, danificando
proteinas de membrana e, assim, afetando varios processos fisioldgicos pela
alteracdo da estrutura da membrana, tais como a permeabilidade, fluidez e
funcao (26). A LPO produz aldeidos, gases hidrocarbonados e varios residuos
quimicos, como o malondialdeido (MDA), dienos conjugados, entre outros.
Assim, a LPO pode ser estimada pela medida de seus produtos e é utilizada

para medir indiretamente a producdo de RLs (26).



1.1.7 OXIDO NIiTRICO (NO) E LPA

Nos estudos sobre LPA, tem sido demonstrada a importancia do NO,
produzido e liberado pelo endotélio, neutréfilos, macréfagos e plaquetas,
participando diretamente da alteracdo da permeabilidade da membrana
alvéolo-capilar e da les&o pulmonar (49).

A sintese de NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que € convertida em L-citrulina. Esta reacdo é
catalisada pela enzima NO-sintase (NOs). Existem diferentes isoformas da
NOs: NOs constitutivas (c-NOs), dependentes de ions calcio e de calmodulina,
envolvidas na sinalizagdo celular, e a NOs induzivel (i-NOs), produzida por
macrofagos e outras células ativadas por citocinas. As isoformas constitutivas
compreendem a NOs neuronal (n-NOs), presente normalmente nos neurdnios
e a NOs endotelial (e-NOs), presente normalmente nas células endoteliais
vasculares e nas plaquetas (50).

O NO tem sido descrito como uma molécula de dupla fungéo, uma vez
que ele pode apresentar tanto um efeito protetor quanto citotdxico. Sob
condigbes fisioldgicas, ele age como um importante “scavanger’ de RLs,
inibindo a agregagao plaquetaria e a adesdo de leucdcitos nas células
endoteliais, diminuindo o dano da isquemia-reperfusio através da estabilizacao
da membrana celular e, quando produzido por macréfagos, reprimindo e
eliminando organismos invasores (51).

Os efeitos citotdéxicos do NO resultam, principalmente, da interagao

com o Oy que é formado em grande quantidade durante estados



patolégicos, como na LPA e SARA, originando um dos mais potentes e

deletérios RL, o peroxinitrito (ONOQ") (52).

Assim, o NO pode ter um efeito benéfico como uma espécie protetora

ou ter um papel pré-oxidante como percursor de ONOQO™ (53).

1.2 SISTEMA GLUTAMATERGICO

A manipulacdo farmacoldgica da atividade celular é a base do
tratamento das doengas. O aminoacido glutamato tem sido extensivamente
estudado como um neurotransmissor excitatério. Porém, sao consistentes as
evidéncias que seu papel na sinalizagao celular ndo esta confinado ao sistema
nervoso central (SNC), como se acreditava anteriormente, mas se estende a
outros tecidos do organismo (54).

Ha evidéncias contundentes sobre a expressao e a fungao do glutamato
como uma molécula de sinalizagdo em diversos sitios do organismo, como
0ssos, queratindcitos, células B do pancreas, megacariocitos e seus
precursores na medula éssea. Nestes tecidos, sdo observadas a liberacao de
vesiculas e a resposta celular mediada por receptores, como nas sinapses do
SNC (55).

Sabe-se que a produgcdo enddégena de glutamato estimula uma
variedade de mediadores inflamatérios, incluindo metabdlitos do acido
araquidonico, RLs e NO. O sistema glutamatérgico € o maior sistema
excitatério do SNC humano. Ele se distribui na maior parte das estruturas do
SNC e esta envolvido em fungbes cognitivas fundamentais tais como meméoria

e aprendizado. Alteracbes do sistema glutamatérgico estdo envolvidas em



varias doengas neuroldgicas como: esquizofrenia, epilepsia, isquemias, doenga
de Alzheimer, doenga de Huntington, transtornos psiquiatricos e transtornos
obsessivo-compulsivo e afetivo bipolar (56,57,63).

A sinalizagao celular glutamatérgica envolve varias fases de atividade. O
glutamato é armazenado em vesiculas na célula pré-sinaptica, estando, assim,
pronto para a liberagdo em resposta a um estimulo. Em seguida, ocorre a
exocitose das vesiculas e o neurotransmissor & liberado na fenda sinaptica
ligando-se a receptores especificos localizados na membrana pds-sinaptica.
Finalmente, o neurotransmissor & carreado por um transportador e captado
pelos astrécitos, promovendo a modulagéo e reciclagem do neurotransmissor
(58).

As agdes do glutamato sdo mediadas por receptores expressos na
membrana pdés-sinaptica, embora existam, também, receptores na membrana
pré-sinaptica. A expressao de diferentes tipos de receptores permite que um
unico agonista do glutamato ative varios mecanismos de transducao de sinal.
ApOs a liberagédo do glutamato e a ativagéo dos receptores, o neurotransmissor
€ removido da fenda sinaptica carreado por transportadores chamados
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATs). Os EAATs mantém a
concentragao de glutamato na fenda sinaptica, cumprindo um papel importante
na intensidade da resposta e na recaptagao do neurotransmissor (58).

O sistema glutamatérgico pode ser dividido em dois grupos principais:
receptores metabotropicos e ionotropicos. Os receptores glutamatérgicos
metabotrdpicos (MGIuR) agem através de segundos mensageiros via ativagao
da proteina G (57,59). Os receptores ionotrépicos contém canais idnicos que,

quando ativados, permitem a entrada de sédio (Na') e calcio (Ca™)



favorecendo a despolarizacao do neurbnio. Eles sao divididos em receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) e receptores ndao-NMDA, que, por sua, vez
incluem os receptores AMPA (Acido DL-a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazol-
propidnico) e kainato (Acido 2-carboxi-4-(1-metiletenil)-3-pirrolidinacético) (59).

Os receptores NMDA sao canais ibnicos formados por diferentes
proteinas heteroméricas chamadas subunidades: NMDAR 1 (onde se liga a
glicina), NMDAR 2A-D (onde se liga o glutamato) e NMDAR 3A-B. Quando o
receptor estd em repouso, ions magnésio (Mg*?) ficam ligados a um sitio dentro
do canal iénico, impedindo o influxo de célcio (Ca*®). O canal s6 é ativado
quando trés fatores ocorrem simultaneamente: (1) ligagdo do neurotransmissor
glutamato; (2) ligagao de glicina (co-agonista obrigatério); e (3) despolarizagao
da membrana pds-sinaptica. Estes trés fatores provocam uma mudanga na
conformagao alostérica do receptor diminuindo a afinidade pelo Mg+2 que €
deslocado, permitindo assim o fluxo de ions através do canal ibnico (58). Por
este motivo a entrada de ions através do canal NMDA é considerada
dependente de voltagem (60). A despolarizacdo proporciona liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica, incluindo o glutamato e a ativagao do
receptor NMDA que resulta no influxo de fons Na* e principalmente Ca*? e no
efluxo de ions K" (61).

O receptor NMDA é modulado por varios compostos, tanto enddégenos
quanto exdégenos, 0s quais se ligam em sitios especificos associados a este
receptor. Dentre estes, existem sitios de ligagdo para agonistas e antagonistas,
tais como o glutamato/NMDA, sitio onde se liga a dizocilpina (MK-801) e Mg*?
(produzindo um bloqueio voltagem-dependente do canal), sitio modulatério

para a glicina (co-agonista do receptor NMDA) e zinco, bem como sitio de



ligacao para poliaminas (62). Uma representacdo esquematica do receptor

NMDA encontra-se na figura 6.
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Figura 6: Representacao esquematica do receptor NMDA (62).

1.2.1 TOXICIDADE DOS RECEPTORES NMDA

Uma das razdes para os efeitos neurotoxicos do receptor NMDA é o fato
deste receptor promover a entrada de Ca*? (63,64). O influxo de Ca*? para o
interior da célula pode desencadear mecanismos de morte celular, incluindo a
ativacao de proteinas quinases, fosfolipases, proteases, NOs e RLs (58,65). O
aumento da concentracdo de Ca*? intracelular por periodos prolongados, ativa
cascatas enzimaticas que contribuem para a morte neuronal. As lipases, tais
como a fosfolipase A,, quando ativadas pelo Ca*?, podem promover a hidrélise
de fosfolipidios, causando liberagdo do acido araquidénico. O metabolismo do
acido araquidonico pode aumentar a producdo de RLs, aumentando a

probabilidade de ocorrer peroxidacao lipidica (66). As proteases citosdlicas e as



nucleases também podem causar danos celulares irreversiveis atacando o
citoesqueleto e promovendo uma desorganizagao da cromatina e fragmentagao
do DNA (67). A excitotoxicidade do glutamato pode desencadear a morte
apoptotica ou necrética. A morte celular por apoptose envolve a ativagdo de
caspases e proteases dependentes de cisteina. Nesse processo de morte
celular ndo séo observadas alteragcbées na permeabilidade celular, as organelas
geralmente permanecem intactas e a carga energética da célula é mantida (68).
Ao contrario do que é observado durante a apoptose, a morte celular necrética
envolve desequilibrio na homeostasia da célula, o que leva ao aumento de
volume dos compartimentos celulares como a mitocdndria e outras organelas.
Estes eventos contribuem para que haja ruptura da membrana plasmatica e
extravasamento do conteudo intracelular (68).

Sob circunstancias patoldgicas envolvendo a excessiva estimulagédo dos
receptores glutamatérgicos, a biossintese do NO pode ser exacerbada,
causando neurotoxicidade através da formacado de ERNs. O papel do NO na
neurotoxicidade provocada pelo NMDA ainda ndo estd bem esclarecido.
Diversos autores descrevem que suas acdes associadas com a ag¢ao dos RLs
contribuem de maneira importante na toxicidade do NMDA (69,70). Ambos
podem promover danos em neurbnios € em outras células, produzindo uma
variedade de agdes tdxicas, incluindo danos ao DNA, na transferéncia de
elétrons na cadeia respiratoria, bem como a inibicdo de enzimas mitocondriais

importantes (71,74).



1.2.2 RECEPTORES NMDA NOS PULMOES E VIAS AEREAS

Pesquisas recentes tém relatado a toxicidade do glutamato sobre células
neuronais (excitotoxicidade) e que o uso de antagonistas do receptor NMDA
(como o (+)5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino,
dizocilpina ou MK-801) teriam um efeito neuroprotetor em diversas situagoes,
por diminuirem a ativagao dos receptores glutamatérgicos (72,73).

O primeiro relato demonstrando que o receptor NMDA poderia estar
envolvido na fisiologia e fisiopatologia pulmonar ocorreu através da observagao
que altas concentracbes de NMDA instilado na traquéia de ratos, sob
ventilagdo mecanica, induziam um edema pulmonar e, que esse, foi prevenido
com o uso de um inibidor seletivo do receptor NMDA (MK-801) (74).
Posteriormente demonstrou-se que o uso deste mesmo inibidor do receptor
NMDA atenuava significativamente o dano pulmonar causado por paraquat ou
xantina oxidase, sugerindo um provavel envolvimento dos receptores NMDA
como mediadores da LPA (58,74). O MK-801 é descrito na literatura como um
potente inibidor seletivo e ndo-competitivo do receptor NMDA (75).

Dickman et al (2004) demonstraram através de técnicas de biologia
molecular a presenca de varios subtipos do receptor de glutamato do tipo
NMDA no pulméo através de RT-PCR e Western Blotting. A expressdo dos
subtipos NMDAR 1, NMDAR 2D e NMDAR 2C foi verificada em diferentes
regides do tecido pulmonar. Além desse estudo, os autores também
demonstraram a expresséao do receptor NMDAR 2D em macroéfagos alveolares.
Entretanto, o significado fisiolégico desses receptores no trato respiratorio

ainda € pouco compreendido (76).



2 OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE
O uso de um antagonista do receptor NMDA (MK-801) pode diminuir o
dano oxidativo através de um modelo experimental de lesdo pulmonar aguda

induzida em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de um antagonista do receptor NMDA (MK-801) como

protetor no dano oxidativo em modelo experimental da LPA em ratos.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.1 Avaliar no LBA a contagem total e diferencial de células, a atividade da
lactato desidrogenase (LDH) e a concentracdo de proteinas totais nos

diferentes grupos experimentais;



2.3.2 Avaliar e comparar o dano oxidativo no soro e no tecido pulmonar através
da determinacdo dos niveis de substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e determinar os niveis de oxido nitrico (NO) nos diferentes grupos

experimentais;

2.3.3 Avaliar e comparar as defesas antioxidantes no sangue através da
determinagdo de alguns parametros como: acido Uurico, catalase (CAT),
glutationa reduzida (GSH) e grupamentos sulfidrila (SH) nos diferentes grupos

experimentais;

2.3.4 Avaliar e comparar as defesas antioxidantes no tecido pulmonar através
da determinagao de alguns parametros como: ferro, catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD), glutationa reduzida (GSH) e grupamentos sulfidrila (SH) nos

diferentes grupos experimentais;

2.3.5 Realizar a analise histopatolégica do tecido pulmonar nos diferentes

grupos experimentais.
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ABSTRACT

Opjectives: Acute lung injury (ALI) and the acute respiratory distress syndrome
(ARDS) are common clinical syndromes that affect both medical and surgical
patients. This study describes the effects of a potent and specific NMDA
receptor antagonist (MK-801) against oxidative stress in acute lung injury
induced by intratracheal lipopolysaccharide (LPS) injection.

Design: Prospective, randomized, controlled experiment.

Setting: Animal basic science laboratory.

Subjects: Male Wistar rats.

Interventions: The animals were randomly divided into four groups: group 1,
control with instillation of isotonic saline (n=6); group 2, lipopolysaccharide (100
pg/100 g of body weight) treated with saline (n=6); group 3, lipopolysaccharide
treated with MK-801 (0.3 mg/kg, intraperitoneally; n=6); group 4,
lipopolysaccharide treated with MK-801 (0.3 mg/kg intratracheally; n=6).
Measurements and Results: Twelve hours after lipopolysaccharide instillation,
the rats were anesthetized and a bronchoalveolar lavage (BAL) was performed
to determine the degree of the alveolar-capillary membrane compromise and
inflammatory infiltration. Samples of blood and lung were isolated and assayed
for oxidative stress variables and histopathologic analysis. The use of MK-801
decreased bronchoalveolar lavage fluid protein, LDH activity, inflammatory
cells, besides the treatment with MK-801 significantly attenuated lung oxidative
damage, and histopathologic alterations after lipopolysaccharide instillation.
Conclusion: Our data provide the first experimental demonstration in which MK-
801 decreases oxidative stress and limits inflammatory response and alveolar

disarray in lipopolysaccharide-induced acute lung injury.



Key Words: acute lung injury; oxidative stress; NMDA receptor; MK-801.

INTRODUCTION

Acute lung injury (ALIl) and the acute respiratory distress syndrome
(ARDS) are common clinical syndromes that affects both medical and surgical
patients. ALl is associated with a wide variety of precipitating factors, which do
not normally involve directly the lung, but presents an associated mortality of
40-80%. ALl can result from several clinical conditions, such as gastric
aspiration, polytrauma, pancreatitis, hemorrhagic shock, severe burns, oxygen
toxicity and surgery involving cardiopulmonary bypass (1). The acute or
exudative phase is manifested by the rapid onset of respiratory failure in
patients with a risk factor. Pathological findings include diffuse alveolar damage
with neutrophils, macrophages, erythocytes, hyaline membranes and protein-
rich edema fluid in the alveolar space (2,3).

The reactive oxygen species (ROs) that have biological importance

include superoxide anion radical (O2"), hydrogen peroxide (H.O,) and hydroxyl
radical (OH"). Reactive nitrogen species (RNs) and derivatives of nitric oxide

(NO), including peroxynitrate (ONOQ’), have also been implicated in oxidation

(nitration) of proteins and lipids (4). ROs and RNs can lead to cell injury by
various mechanisms, including: direct damage to DNA; lipid peroxidation with
vasoactive and proinflammatory molecules formation such as thromboxane; and
oxidation of protein (primarily at sulfhydryl groups) that alter protein activity (5,6).

Abnormally intense exposure to glutamate can be neurotoxic, primarily

though to an overactivation of N-metyl-D-aspartate (NMDA), a phenomenon



known as excitotoxicity (7). This lethal action is exerted in part by the activation
of NMDA receptor resulting in an influx of intracellular calcium, which triggers a
series of toxic events, ultimately leading to cell death (8). The influx of Ca*? into
the cell may lead to cell death by several mechanisms, including the activation
of protein kinases, phospholipases, proteases and nitric oxide synthase (NOs),
and the generation of ROs (9).The presence of NMDA-type glutamate receptors
has been reported in non-neuronal tissue, including pancreatic B cells, kidney,
lung, lymphocytes and megakaryocytes (10,11).

Thus, the present study was designed to evaluate the effects of MK-801
on LPS-induced ALI in rat model by intratracheal injection, based on the
measurement of blood, lung and alveolar fluid parameters of oxidative stress,
antioxidant enzyme activities, parameters of disruption of the alveolar-capillary

barrier and lung histopathologic alterations.

MATERIAL AND METHODS

Animals
This study was performed in accordance with National Institutes of
Health guidelines and with the approval by Ethics Committee of the Pontificia

Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (CEP-1176/07).

ALl (Acute lung Injury) model
Adult male Wistar rats weighting approximately 250-300 g were used in
this study. Rats were anesthetized with a mixture of ketamine (80 mg/kg) and

xylazine (10 mg/kg), given intraperitoneally, and ALl was induced by



intratracheal instillation of LPS (Escherichia coli 055:B5; Sigma Chemical, St.
Louis, MO) at a dose of 100 ug/100 g body weight (12).

The animals were randomly divided into four groups: (1) sham-operated,
instillation of isotonic saline (n=6 rats); (2) ALI, ALI treatment with saline
administered intraperitoneally (n=6 rats); (3) ALI plus MK-801, ALI treated with
MK-801 (0.3 mg/kg, administered intraperitoneally; n=6 rats) and (4) ALI plus
MK-801, ALI treated with MK-801 (0.3 mg/kg, administered intratracheally; n=6
rats) (12).

Twelve hours after LPS instillation, the rats were anesthetized with a
mixture of ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and a bronchoalveolar
lavage (BAL) was performed. BAL fluid (BALF) was collected three times after
instillation and withdrawn with 5 mL of phosphate-buffered saline. We always
retrieved approximately 15 mL of BAL administered. The BAL fluid (BALF) was
centrifuged (1000 g for 10 minutes), and the resultant cell-free supernatant was
analyzed for various biochemical parameters (see below). The cell pellet was
used to determine the total and differential cell count (see below). To estimate
the degree of alveolar cell injury and alveolar-capillary membrane compromise,
BALF protein and lactate dehydrogenase (LDH) content were determined.
BALF cells, stained with thoma, were evaluated in a Neubauer chamber, and
cell differentiation was performed on cytocentrifuge slides with Giemsa. BALF
total protein content was determined by biureto assay (Labtest Diagndstica®,
Brazil) and the BALF total LDH content was determined by commercially
available kits (Labtest Diagnostica®, Brazil).

In a separated cohort of animals, ALl was induced as described

previously to isolate blood and lung tissue. Twelve hours after LPS instillation,



the rats were killed by decapitation and blood samples and lung tissue were
retrieved. The lung was isolated and fixed in 4% formalin solution for
histopathologic analysis (see below), and the other samples of lung were
isolated and tissue homogenates were immediately stored at -70°C until
assayed for oxidative stress. Blood collected with EDTA was centrifuged (1000
g for 5 minutes) and the plasma obtained was immediately stored at -70 °C until

assayed for oxidative stress.

Oxidative stress variables and nitric oxide levels

The formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) during an
acid-heating reaction, as previously described, was used as an index for
oxidative stress in plasma and lung tissue (13). Furthermore, nitric oxide (NO)
was determined from lung tissue and plasma. The principle of this assay was
the reduction of nitrate by copper-cadmium alloy, followed by color development
with Griess reagent (sulfanilamide and N-naphthylethylenediamine) in acidic

medium. The absorbance was measured at 540 nm (14).

Antioxidant defenses variables

To determine the antioxidant defenses, we measured the activity of the
major enzymatic defenses in lung tissues and blood (catalase, superoxide
dismutase, reduced gluthatione). Catalase (CAT) activity was measured by the
decrease rate in hydrogen peroxide absorbance at 240 nm (15). Superoxide
dismutase (SOD) activity was assayed by measuring the inhibition of adrenaline
auto-oxidation, as previously described (16). Reduced gluthatione (GSH) was

measured based on the reaction with dithionitrobenzoic acid as previously



described (17). In addition, we determined the oxidative damage to proteins in
lung tissue and plasma through the measurement of plasma sulphydryl (SH), as
previously described (18). Plasma uric acid content and lung iron levels were

determined using commercially available kits (Labtest Diagnéstica®, Brazil).

Histopathological analysis

The histopathological analysis after fixation was accomplished using
excised lung tissues embedded in paraffin and then routinely stained with
hematoxylin and eosin. A blinded experienced pathologist performed
histopathological analysis and inflammation and alveolar edema were graded

as none, moderate or severe.

Statistical analysis

The results are expressed as means + SEM in all figures. Multiple group
comparisons were performed through ANOVA followed by post hoc LSD, using
the statistical package SPSS 13.0 for Windows. P<0.05 was considered

statistically significant.



RESULTS

Antioxidant activity in blood after intratracheal lipopolysaccharide (LPS)
instillation

The uric acid concentration, a non-enzymatic antioxidant present in large
amounts in the plasma, did not demonstrate statistically significant differences
among the studied groups (Table 1). When we analyzed the CAT enzyme based
on erythrocytes, it was verified no statistically significant differences among the
experimental groups (Table 1). The GSH concentration based on erythrocytes
did also not demonstrate statistically significant differences in the different
experimental groups (Table 1). The SH plasmatic levels in the MK-801 group
treated intratracheally demonstrated a statistically significant increase of their
levels when compared to the sham, LPS and LPS groups treated with MK-801

administered intraperitoneally (Table 1).

Oxidative stress variables and nitric oxide levels in the plasma after
intratracheal lipopolysaccharide (LPS) instillation

The analysis of plasma levels of TBARS and NO demonstrated a
statistically significant increase in the LPS group when compared to the sham
group. Nevertheless, the MK-801 treatments did not demonstrate statistically

significant differences among the studied groups (Table 2).



Total and differential cell counts in BALF after intratracheal lipopolysaccharide
(LPS) instillation

The total cell count in BAL presented a statistically significant increase at
12 hours after the intratracheal LPS-induced ALI. However, the analysis of the
MK-801 administered via intraperitoneally or intratracheally demonstrated a
statistically significant decrease in cellular infiltration into the BAL (Table 3). In
the analysis of differential cell count we could observe a predominance of
neutrophil infiltration to the inflammatory site after intratracheal LPS injection

when compared to the sham group (Table 3).

Biochemical parameters in BALF: total protein and LDH activity after
intratracheal lipopolysaccharide (LPS) instillation

The LPS administration caused an increased in the protein
concentration. Furthermore, the MK-801 administration via intraperitoneally or
intratracheally seemed to be more efficient in decreasing this parameter when
compared to the group that received intratracheal LPS injection (Figure 1).

Regarding the LDH enzyme activity, it was verified a statistically
significant increase in the group with LPS compared to the sham group. The
intraperitoneal MK-801 treatment decreased the cellular lesion when compared

to the LPS group (Figure 2).

Iron tissue levels in the lung after intratracheal lipopolysaccharide (LPS)
instillation
We observed a statistically significant decrease in the iron level

measurement from pulmonary tissue in the group that received LPS when



compared to the sham group. The MK-801 treatment administered via
intraperitoneally and intratracheally demonstrated a statistically significant

increase when compared to the group that received only LPS (Figure 3).

Antioxidant tissue levels in the lung after intratracheal lipopolysaccharide (LPS)
instillation

The CAT activity was decreased in the group that received LPS injection
whereas the MK-801 treatment provided a statistically significant increase in the
enzyme activity (Figure 4). The analysis of the GSH tissue levels demonstrated a
statistically significant increase in the group that received the MK-801 treatment
injected via intraperitoneally when compared to the LPS group (Figure 5).

We observed a statistically significant decrease of the SH levels in the
group that received intratracheal LPS injection when compared to the sham
group. Also, the intraperitoneal MK-801 treatment promoted a statistically
significant increase of the SH levels when compared to the LPS group (Figure 6).

The SOD activity in the pulmonary tissue was statistically reduced in the
LPS group when compared to the sham group. We verified that the MK-801
treatment promoted a statistically significant improvement in the SOD activity

compared to the LPS group (Figure 7).

Oxidative stress variables in the lung after intratracheal lipopolysaccharide
(LPS) instillation

We observed a statistically significant increase of the TBARS tissue
levels in the group that received intratracheal LPS injection when compared to

the sham group. In addition, the MK-801 treatment administered via



intraperitoneally or intratracheally was effective on diminishing the oxidative
injury promoted by the lipoperoxidation when compared to the LPS group
(Figure 8). The NO tissue levels accomplished a statistically significant increase
in the LPS group when compared to the sham group. On the other hand, MK-
801 used intraperitoneally demonstrated a statistically significant decrease

when compared to the LPS group (Figure 9).

Lung histopathology after intratracheal lipopolysaccharide (LPS) instillation

Lung histopathology after LPS administration revealed alveolar disarray,
severe inflammatory cell infiltration, and abundant alveolar exudates (Figure
10A). All features indicated the occurence of ALl in this model. After
intraperitoneal MK-801 treatment, only moderate inflammatory infiltration was
observed; besides, no alveolar exudates could be seen (Figure 10B) when
compared to a normal lung histopathology that received only intratracheal saline
admintration (Figure 10D). In contrast, the MK-801 treatment intratracheal there

were minimal histopathologic differences between the LPS group (Figure 10 C).

DISCUSSION

Intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS) is a well-
characterized model of acute lung inflammation, leading to alveolar
macrophages activation and massive tissue infiltration of neutrophils (19). The
stimulated leukocytes secrete increased amounts of ROS, arachidonic acid

metabolites and various inflammatory mediators, such as interleukin-13 (IL-1),



proteases, and tumor necrosis factor (TNF-a) (20). These mediators may lead to
epithelial lesions and increase the alveolocapillary barrier permeability.

There is much experimental evidence supporting the role of oxidants and
oxidative injury in the pathogenesis of ALI. Evidence of oxidative stress and
injury is common to the most experimental models of lung injury and is
corroborated by studies of patients with ALI, underscoring the physiologic
importance of these processes (21). In relation to the antioxidant parameters in
blood involving CAT, GSH and uric acid activities we did not find statistical
differences among the experimental groups. The SH analysis from the group
that received intratracheal MK-801 treatment presented increased levels
compared to the other experimental groups. However, the precise interpretation
of these findings remains unclear.

An increase in the oxidative stress was observed in the group that
received LPS, which could be seen by the increase of TBARS and NO levels in
the plasma. However, the MK-801 treatment did not demonstrate statistical
differences in these parameters among the groups.

Intratracheal instillation of LPS in rats induced a transient alveolitis
characterized by neutrophil and macrophage influx and an increase in airway
permeability to albumin, as reported earlier (22). The total cell influx (with
predominance of neutrophils) in BALF showed almost immediate response after
LPS challenge. The BALF analysis demonstrated an increase in the total cell
count after intratracheal injection of LPS and these data confirm the publication
by Ritter et al (2006) that also verified a cell increase in BALF at 12 hours after
the intratracheal LPS injection (12). The MK-801 treatment administered via

intraperitoneal or intratracheal promoted a decrease in the BALF total cell



count. Regarding the differential cell count in BALF, we could observe an
increase in the neutrophil percentage and a decrease in the macrophage
percentage. These findings confirm the study by Lenz et al (1999) that
demonstrated an increase in the cell count, a decrease in the macrophage
count and an increase of neutrophils in the BALF of patients with ARDS (23).

The concentration of total protein in the BALF increased rapidly after LPS
challenge. In relation to the total protein concentration, an increase was
observed in the group that received LPS while the use of MK-801 decreased
the protein concentration. Said et al (2002) demonstrated in their work a protein
concentration increase in BALF of ALl induced by paraquat and oxidase
xanthine in rats, and when they used the MK-801, they verified a decrease of
protein levels (24). The LDH activity determination was noticeably high at 12
hours after the LPS administration, while intraperitoneal MK-801 treatment
decreased LDH activity when compared to the LPS group. Arselane K et al
(2000) have demonstrated an increase in LDH activity at 24 hours after the
same LPS administration and Dal-Pizzol et al (2006) have also verified a LDH
activity increase at 12 hours after the LPA induction (25,26).

We demonstrated that this treatment interferes with oxidative stress and
antioxidant enzyme imbalance. Iron can catalyze electron exchange with
subsequent generation of oxidants that can damage host tissue. Iron-catalyzed
oxidative stress can also participate in lung injury after exposure to many
agents that have the capacity to disrupt normal iron homeostasis in the lung
(27). In our study, we verified an iron decrease in the pulmonary tissue of the

group that received intratracheal LPS administration, meanwhile the use of MK-



801 increased the iron concentration in the pulmonary tissue at a controlled
level. However, the precise interpretation of these findings remains unclear.

Several studies have demonstrated depressed antioxidant levels in
animal models and patients with ALl (28,29). The gluthatione exists in the
organism in both reduced form (GSH) and oxidized form (GSSG), functioning
direct or indirectly in many important biological processes, including the protein
synthesis, metabolism and cellular protection (30). The problems related to
gluthatione synthesis and metabolism are associated with many diseases,
mainly to that related to the oxidative stress (31). The findings demonstrated a
GSH increase in the animals treated with MK-801 administered via
intraperitoneally.

Oxidative stress due to thiol depletion has been shown to play a role in
the pathogenesis of various cardiovascular disorders such as hypertension and
ischemia-reperfusion injury (32,33). We verified a decrease in SH quantity in the
group that received LPS, and the use of MK-801 administered via
intraperitoneally increased the SH antioxidant level compared to the LPS group.

CAT is also an important enzyme that reduces H202 to H20 removing a
key intermediate in the formation of hydroxyl radical (OH) and acid

hypochorous (HOCI). In our study, we observed a decrease in the CAT activity
in the LPS group while the use of MK-801 administered intraperitoneally
promoted an increase in the enzyme activity when compared to the LPS group.
Our results disagree with the results found by Ritter et al (2006) who verified an
increase of CAT activity at 12 hours after LPS-induced ALI (12).

The SOD activity analysis demonstrated a significant decrease in the

group that received intratracheal LPS injection and at dealing with animals



treated with MK-801, we verified a significant increase in the enzyme activity.
Several studies have demonstrated the relation of extracellular SOD with
decreased recruitment of neutrophils. One mechanism by which extracellular
SOD might modulate neutrophil inflammation is by reducing cytokine release
from macrophages. These findings suggest that extracellular SOD should be
considered as an anti-inflammatory enzyme as well as a bulk antioxidant (34).
Cells that overexpress SOD and mice transgenic for human showed some
abnormalities related to oxidative stress (35). It seems that any concentration of
SOD other than the optimal leads to increased lipid peroxidation and therefore
to decrease cell viability. SOD activity results in the production of H,O,, which
can mediate membrane damage by lipid peroxidation or react with iron to
generate OH' Via Fenton reaction, which is thought to be the most toxic oxygen
molecule in vivo. CAT could remove an excess of peroxide, diminishing the
oxidative effects of H,O,. Several references demonstrated that an imbalance
between SOD and CAT could participate in the genesis of several disease (36).
The lipoperoxidation analysis in the pulmonary tissue demonstrated
increased TBARS levels in animals treated with LPS. The animals that received
MK-801 treatment via intraperitoneally or intratracheally presented a
lipoperoxidation decrease in the pulmonary tissue. These findings were
described in the work by Ritter et al (2006) that observed a concentration
increase of the TBARS levels in the pulmonary tissue after LPS administration
(12). Our study also demonstrated an increase of NO levels in pulmonary tissue
of the animals that received LPS whereas MK-801 treatment decreased NO

production when treated via intraperitoneally.



Although the increased presence of INOS and NO in ALI are thought to
contribute importantly to the pathophysiology of ALI, this remains controversial.
There is evidence that NO can contribute to glutamate neurotoxicity and the
persistent hypotension of septic shock (37). We recently found that high
concentrations of NMDA elicit acute high-permeability edema in animal lung, a
model of excitotoxic injury already cited above (38).

In physiological conditions, intracellular glutamate concentrations are a
thousand times higher than extracellular concentrations (39). Cell injury causes
glutamate, together with ROS, to be released from within the cell, and most of
the excessive glutamate responsible for neurotoxicity is derived endogenously
from damaged cells. Excessive exposure to glutamate can be lethal to neurons,
and glutamate toxicity has been implicated in neuronal loss in such acute
conditions as hypoxia-ischemia, hypoglycemia, head injury, and stroke, as well
as in chronic neurodegenerative diseases including Alzheimer's disease,
Parkinson’s disease, and AIDS dementia (40). Numerous investigators have
examined the interactions between ROS and glutamate toxicity (41). Most of the
evidence available deals with glutamate receptor activation as a source of ROS,
and the role of ROS in accentuating excitotoxicity. ROS can exacerbate
excitotoxicity through enhanced efflux of glutamate from rich intracellular sites,
suppression of its uptake, and inhibition of glutamine synthase activity (42). The
vicious cycle thus created tends to increase both the severity and the extent of
the injury (43). The NMDA receptor blocker MK-801 seemed to be more
protective against lipopolysaccharide-induced acute lung injury. Much progress
has been made in understanding the pathophysiology and pathology of ALI.

However, more studies have to be carried out in order to evaluate the



involvement of NMDA receptors in the oxidative stress and in the inflammatory

process of important pathologies, such as ALI.

CONCLUSION
Our data provide the first experimental demonstration that MK-801
decreases oxidative stress and limits inflammatory response as well as alveolar

disarray in lipopolysaccharide-induced acute lung injury in rats.
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TABLES

Table 1. Antioxidants activity in the blood after intratracheal lipopolysaccharide
(LPS) instillation

Sham LPS LPS + MK-801 IP LPS + MK-801 IT

Uric Acid in plasmamg/dL ~ 1.43 £ 0.09 1.35+0.18 1.43 £ 0.11 1.39+£0.23
Catalase in blood U/gHb ~ 0.33+0.034  0.42 +0.029 0.43 + 0.056 0.35+0.029
GSH in blood pmol/g Hb 25.1+£0.89 25717 226+22 20.8+1.7

SH in plasma pM/ g Hb 137.0+23.6 1352%58 139.0+11.9 2309+ 145**~

Data are expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05,
compared to sham group, #P<0.05 compared to LPS, and “P<0.05 compared to LPS+MK-801
IP.

Table 2. Oxidative stress variables in the plasma after intratracheal
lipopolysaccharide (LPS) instillation

Plasma Sham LPS LPS + MK-801 IP LPS + MK-801 IT
TBARS nmol/g prot 0.31 £ 0.035 0.43 £ 0.031 0.38 +£0.028 0.37 £ 0.028
NO uM/ g prot 0.30 £ 0.024 0.47 £ 0.052 ’ 0.44 +0.032 0.39 + 0.056

Data are expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05,
compared to sham group.

Table 3. Total and differential cell counts in BALF after intratracheal

lipopolysaccharide (LPS) instillation
Blood Sham LPS LPS + MK-801 IP  LPS + MK-801 IT

Total Cell x 10° cells/uL  16.0 £ 1.3 279.0+165 1496 £122 F  1287+46 7
Macrophages % 84.6 + 0.81 237+10° 284+36° 258+24°

Neutrophils % 15.4 + 0.80 76.3+1.0° 728+29° 742+24°

Data are expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05,
compared to sham group, #P<0.05 compared to LPS.
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Figure 1. Total protein in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are
expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, " P<0.05, compared to LPS, and * P<0.05, compared to LPS + MK-801 IP.
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Figure 2. LDH activity in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are

expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, and ® P<0.05, compared to LPS.
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Figure 3. Iron in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are

expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, and " P<0.05, compared to LPS.
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Figure 4. Catalase in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are

expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, and " P<0.05, compared to LPS.
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Figure 5. GSH in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are
expressed as mean = SEM. Statistical differences are represented as " P<0.05, compared to LPS.
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Figure 6. SH in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are
expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, and " P<0.05, compared to LPS.
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Fig 7. SOD in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are expressed
as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham group,
"P<0.05, compared to LPS, and *P<0.05, compared to LPS + MK-801 IP.
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Fig 8. TBARS in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are
expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, and ® P<0.05, compared to LPS.
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Figure 9. NO in rats at twelve hours after the administration of MK-801 (0.3 mg/kg). Data are
expressed as mean + SEM. Statistical differences are represented as *P<0.05, compared to sham
group, and ® P<0.05, compared to LPS.
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Figure 10. Histopathologic findings after lipopolysaccharide (LPS) instillation. Rats were submitted to
intratracheal administration of LPS or saline. Sham received saline intratracheally (Fig10D), LPS-
administered animals were assigned to receive saline (Fig10A), LPS-administered animals plus treatment
with MK-801 intraperitoneally (Fig10B), LPS-administered animals plus treatment with MK-801 intratracheally
(Fig10C). Twelve hours after LPS administration, the lung was removed for histopathologic analysis.
Representative illustration from six animals each group (hematoxylin and eosin x 50).



4 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho verificou-se que o uso de um potente antagonista
especifico, seletivo e ndo-competitivo do receptor NMDA (MK-801) diminuiu o
dano oxidativo, aumentou os niveis de antioxidantes e promoveu uma melhora
do processo inflamatério em nosso modelo de LPA induzida através da injegcao
intratraqueal de LPS. Varios estudos demonstram diferentes efeitos do
tratamento com MK-801 no SNC. Benvenga et al (1988) verificaram que o0 uso
do MK-801 prejudica de maneira dose-dependente a memoéria e a
aprendizagem em modelos animais (77). Outro estudo realizado por de Lima et
al (2005) demonstrou que o uso do MK-801 prejudica a consolidagdo da
memoria de curta e longa duragdo no reconhecimento de objetos (78). Esses
dados corroboram com a idéia de que os receptores NMDA participam da fase
de consolidacdo do processamento da memoéria. Também foi descrito que o
tratamento com doses diarias de MK-801 pode exacerbar os sintomas positivos
e negativos da psicose, como os encontrados em pacientes com esquizofrenia
(79). Varios s&o os estudos que utilizam o MK-801; entretanto, a maioria destes
estudos se limita em estudar seus efeitos no SNC, sendo poucos os estudos
descritos na literatura que analisam os efeitos do MK-801 no sistema nervoso
periférico (SNP).

Cabe salientar que o modelo de LPA empregado ndo apresenta
mortalidade, apenas mimetiza as alteragdes inflamatérias encontradas em
pacientes com SARA. Além disso, as alteragdes mecanicas observadas em
pacientes com SARA também n&o se aplicam ao modelo de instilagao

intratraqueal de LPS e, este modelo, ndo permite caracterizar as diferengas



entre SARA pulmonar e extra-pulmonar (80). Normalmente, os melhores
modelos animais de SARA utilizam animais de grande porte, sob ventilagao
mecanica, para mimitizar as alteragcdes clinicas e o suporte terapéutico de
situacdes reais, mas este tipo de modelo extrapola os objetivos do presente
estudo.

Existem evidéncias experimentais sobre o papel de oxidantes e
antioxidantes na patogénese da LPA. Varios estudos reportam que o aumento
na producdo de RLs combinado com uma diminuicdo da capacidade
antioxidante no tecido pulmonar podem contribuir para o mau prognéstico de
pacientes com LPA (1). Em relagdo a atividade antioxidante, no sangue nao
foram detectados diferengas estatisticas entre os grupos experimentais
estudados na determinacgao da atividade da CAT, GSH e acido urico. Isso pode
ter ocorrido pelo fato do nosso modelo experimental ndo ser tao agressivo,
impedindo uma alteragao do status antioxidante no sangue.

Os grupamentos sulfidrila (SH) sao essenciais para a manutencao das
atividades enzimaticas de outros processos que dependem da integridade das
macromoléculas, porque participam de processos metabdlicos complexos.
Alteragcbes no balango dissulfeto, como oxidagao destes grupamentos, podem
afetar a integridade das membranas, a homeostasia do calcio, alteracdes
enzimaticas e protéicas, bem como de outras macromoléculas essenciais,
incluindo dano ao DNA, ocasionando assim, danos celulares irreversiveis e
letais (81). Foi verificado que o tratamento com MK-801 promoveu um aumento
dos niveis de SH no sangue no grupo que recebeu administracao de MK-801

por via intratraqueal, quando comparado aos demais grupos experimentais.



Entretanto, ndo encontramos justificativas na literatura que demonstrem um
efeito do tratamento com MK-801 em aumentar os niveis de SH.

Ao analisarmos o dano oxidativo induzido pela administracdo de LPS,
observamos que ocorreu um aumento no estresse oxidativo no grupo com LPA,
verificado através do aumento dos niveis de TBARS e de NO no sangue. Esses
achados corroboram com os resultados obtidos por Richard et al (1990) que
observaram um aumento nos produtos de peroxidagao lipidica no sangue de
pacientes com SARA (82). Entretanto, o uso do MK-801 ndo promoveu uma
diminuicao significativa nesses parametros analisados.

Sabe-se que a LPA inicia-se como uma lesao inflamatéria primaria
caracterizada por um acumulo de macréfagos alveolares e neutréfilos no trato
respiratorio inferior. Observamos um aumento importante no infiltrado celular,
através do aumento da contagem de células totais no LBA dos animais 12
horas apds a injecao intratraqueal de LPS. Esses achados corroboram com o
estudo realizado por Lenz et al (1999) que verificaram um aumento na
contagem de células totais, uma diminuicdo da percentagem de macrofagos
alveolares e um aumento da percentagem de neutréfilos no LBA de pacientes
com SARA e com risco para o desenvolvimento de SARA (83). O tratamento
com MK-801 promoveu uma diminuicao importante do infiltrado celular no LBA
nos animais tratados com MK-801, sugerindo uma possivel participagdo dos
receptores NMDA na formacao do edema alveolar.

A fase exudativa esta associada a uma rapida evolugao para faléncia
respiratoria em pacientes com fatores de risco para LPA. Achados patoldgicos
incluem dano alveolar difuso com infiltracdo de neutrdfilos, macréfagos,

eritrocitos, formacao de membrana hialina e edema alveolar rico em proteinas



(1). O edema alveolar rico em proteina, como mencionado acima, € um
importante evento na fisiopatologia da LPA (1). Nosso estudo demonstrou um
aumento significativo na concentragao de proteinas totais no LBA dos animais
apos 12 horas da injegao intratraqueal de LPS. Esses achados foram descritos
por diversos autores, que verificaram um aumento da concentragdo protéica
apos a injecao intratraqueal de LPS (84). O tratamento com MK-801,
administrado por via intraperitoneal ou por via intratraqueal, promoveu uma
diminuigao significativa da concentragédo de proteinas totais no LBA. Said et al
(2002) demonstraram em seu estudo um aumento da concentragdo de
proteinas totais no LBA de ratos com LPA induzida através de paraquat e
xantina oxidase. Ao tratarem os animais com MK-801, os autores verificaram
uma diminuigado da concentracao de proteinas totais, corroborando com nosso
achado (58). Ao analisarmos a atividade da LDH, verificamos um aumento em
sua atividade nos animais com LPA, sendo que o tratamento com MK-801
administrado por via intraperitoneal promoveu uma diminuicdo na atividade da
LDH no LBA. Dal-Pizzol et al (2006) também verificaram um aumento na
atividade da LDH, 12 horas apds a inducao de LPA por injecdo intratraqueal de
LPS. Arsalane et al (2000) demostraram em seu estudo um aumento da
atividade da LDH 24 horas apds a administracdo da mesma dose de LPS
(84,85).

O ferro esta presente em algumas enzimas que catalisam mecanismos
de oxidagao celular; sendo de grande importancia nos sistemas bioldgicos,
onde participa de uma grande variedade de reagdes de transporte de elétrons.
Porém, esse ion pode estimular a produ¢ao de RLs por diferentes mecanismos:

por degradar hidroperdxidos lipidicos pré-existentes (ROOH) nos tecidos,



formando o radical lipidico alcoxil (RO’); por participar das reagbes do tipo

Fenton produzindo radicais hidroxil (OH") ou por formar complexos com O, 0s
quais sao responsaveis por iniciar as reacdes de peroxidacao lipidica (86,87).
Portanto, a quantidade de ferro no tecido pode ser um importante mediador da
toxicidade e dos danos oxidativos no tecido pulmonar.

Em nosso estudo, verificamos uma diminuicdo do ferro no tecido
pulmonar no grupo que recebeu administragdo intratraqueal de LPS. Além
disso, o tratamento com MK-801 aumentou a concentracao de ferro no tecido
pulmonar em niveis préximos aos controles. Esse achado difere com alguns
estudos publicados na literatura, que demonstram que concentracbes elevadas
deste metal sdo encontradas no trato respiratério inferior de pacientes com
SARA (88). Embora esse resultado seja importante em nosso estudo néao
encontramos justificativas na literatura que demonstrem um efeito de aumento
de ferro no tecido pulmonar apds a administragdo de MK-801.

Muitos estudos demonstram uma diminuicdo dos niveis de antioxidantes
em modelos animais e em pacientes com LPA (82,89). A GSH esta presente em
altas concentracdes no LBA conferindo uma protecdo ao pulmao contra o dano
oxidativa. A GSH existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos
biolégicos importantes, incluindo a sintese de proteinas, o metabolismo e a
protecao celular (90). Problemas na sintese e metabolismo da glutationa estao
associados a varias doencgas, principalmente as relacionadas ao estresse
oxidativo (91). Pacht et al (1991) realizaram um estudo em pacientes com
SARA e verificaram uma diminuicdo dos niveis de GSH no LBA quando

comparados com pacientes saudaveis (92). Em nosso estudo, verificamos um



aumento da GSH no tecido pulmonar dos animais tratados com MK-801
administrado por via intraperitoneal, recuperando os niveis deste antioxidante
quando comparado aos animais com LPA.

O estresse oxidativo deve-se, em parte, a deplecdo de SH, que tem um
papel na patogénese de varias doencgas cardiovasculares como a hipertensao e
danos de isquemia e reperfusdo (93,94). Verificamos uma diminuicdo na
concentragcao de SH no grupo que recebeu LPS quando comparado ao grupo
sham. O uso de MK-801 administrado por via intraperitoneal promoveu um
aumento significativo na concentragdo de SH no tecido pulmonar.

A deplecao da atividade da CAT e da SOD no tecido pulmonar refletem
diretamente a produc¢ao de RLs no pulmao. Em nosso estudo observamos uma
diminuicdo da atividade da CAT no grupo LPS e o tratamento com MK-801,
administrado por via intraperitoneal, promoveu uma recuperacao na atividade
da enzima quando comparada ao grupo LPS. Nossos resultados divergem dos
resultados obtidos por Ritter et al (2006) que verificaram que apos 12 horas da
inducado da LPA, através da injecao intratraqueal de LPS, a atividade da CAT
encontrava-se aumentada (95). Alguns autores descrevem que a infusdo de
CAT pode diminuir a peroxidacao lipidica no pulmao apdés a administracdo de
endotoxina (96). Outro estudo realizado por Chung-Man et al (2001) em
pacientes portadores de cancer de pulm&o, mostrou que a atividade da CAT
encontrava-se diminuida em relacido aos pacientes que ndo apresentavam
cancer (97). Ao analisarmos a atividade da SOD verificamos uma diminui¢ao
significativa no grupo que recebeu injecao intratraqueal de LPS e, ao tratarmos
os animais com MK-801 por via intraperitoneal ou por via intratraqueal foi

observado um aumento significativo na atividade da enzima no tecido



pulmonar. Estudos relatam que a infusdo de SOD atenua o dano pulmonar
induzido por endotoxina em modelos animais utilizando porcos e ovelhas
(98,99).

Alguns estudos reportam um importante papel da SOD extracelular na
reducdo da lesdo pulmonar provocada pela producdo de EROs em modelos
animais, apos a administragao de bleomicina (100). Outros estudos demonstram
a existéncia de uma relagdo da SOD extracelular com a diminuigdo do
recrutamento de neutrofilos, além de estar também relacionada com uma
reducdo da expressao de moléculas de adesao (101). Um mecanismo proposto
para os efeitos produzidos pela SOD extracelular seria pelo fato de ela poder
modular a inflamacgao através da redugao do aumento da liberacao de citocinas
pelos macrofagos, sugerindo uma possivel agdo antiinflamatoria (101).

Uma acado orquestrada destas enzimas é necessaria para a protecao
celular contra o estresse oxidativo. Tem sido reportado que o desequilibrio
entre SOD e CAT/GSH-Px aumenta o dano celular desencadeado pelos EROs
e participa da génese de varias doengas (102). Uma superexpressao da SOD

resulta na produgao excessiva de H,0,, que pode mediar dano as membranas
através da peroxidacao lipidica ou reagir com ferro para gerar radical OH" via

reacdao de Fenton. Um aumento proporcional da CAT poderia limpar este
excesso de HyO,. Porém, ja é descrito que o excesso de EROs poderia oxidar
o sitio ativo da CAT, levando a inativacdo da enzima (102).

Verificamos que nosso modelo de LPA, através da administragéo
intratraqueal de LPS, promoveu um intenso infiltrado inflamatério, além da
presenca de um abundante exudato alveolar verificado através da analise

histopatolégica do tecido pulmonar. O tratamento com MK-801 administrado



por via intraperitoneal promoveu uma melhora do infiltrado de neutrdfilos e do
exsudato alveolar, mas nao a reversao completa do processo inflamatério. Este
achado pode ser correlacionado com nossos resultados da analise diferencial
de células no LBA, que demonstrou que o tratamento com MK-801 diminuiu a
contagem de células totais, mas ndo diminuiu a percentagem das células
inflamatodrias, predominantemente neutréfilos, presentes no LBA.

A anadlise da lipoperoxidagdo no tecido pulmonar demonstrou um
aumento dos niveis de TBARS nos animais tratados com LPS. Os animais que
receberam o tratamento com MK-801, administrado por via intraperitoneal ou
por via intratraqueal tiveram uma reducdo nos niveis de TBARS. Esses
achados foram descritos no estudo realizado por Ritter et al (2006), que
observaram um aumento da concentragdao dos niveis de TBARS no tecido
pulmonar apés administracdo de LPS, assim como observaram uma melhora
do dano oxidativo apds o tratamento com drogas antioxidantes (95). Nossos
resultados também demonstraram um aumento dos niveis de NO no tecido
pulmonar dos animais que receberam LPS, sendo que o tratamento com MK-
801 administrado por via intraperitoneal diminuiu a produgdao de NO, quando
comparado aos animais com LPA induzida através da injecao intratraqueal de
LPS. O NO esta descrito como um mensageiro retrogrado, por ser produzido
em células pds-sinapticas e atuar em células pré-sinapticas, aumentando a
liberagao de glutamato (103). Nos neurénios, a sintese de NO ¢é estimulada pelo
influxo de Ca*? através da ativagdo dos receptores glutamatérgicos,
preferencialmente receptores NMDA (104).

A toxicidade do glutamato ndo esta apenas limitada ao SNC. Os

receptores de glutamato também estdo presentes no SNP. Said et al (1996)



demostraram que altas concentracbes de NMDA instilado na traquéia de
animais eram responsaveis pelo aparecimento de edema no tecido pulmonar e,
posteriormente, outro estudo do mesmo autor demonstrou que o uso do MK-
801 atenuava o dano pulmonar causado pela administracdo de paraquat ou
xantina oxidase, sugerindo o envolvimento dos receptores NMDA como
mediadores da LPA (74).

O tratamento com MK-801 ndo se monstrou efetivo em melhorar esses
parametros no sangue. Uma possivel explicagdo para esses resultados € que,
apos a administragdo do MK-801, esta droga se distribua na circulagéo
sanguinea em diregdo aos principais tecidos do organismo e sua efetividade de
agao possa ter ocorrido nos tecidos que possuem maior expressao do receptor
NMDA, promovendo assim, uma melhora dos parametros analisados no
pulmdo por bloquear as acdes téxicas desencadeadas pela ativacdo do
receptor NMDA.

Com os presentes dados ndo podemos determinar os mecanismos
exatos envolvidos na melhora dos parédmetros analisados em nosso modelo
experimental de LPA. Assim, mais estudos sdo necessarios para o completo
entendimento da participacéo dos receptores NMDA na fisiopatologia da LPA.
Os resultados deste estudo compreendem a primeira demonstracao
experimental de um possivel envolvimento dos receptores NMDA na
fisiopatologia da LPA induzida por injegao intratraqueal de LPS. Estes achados
abrem novas perspectivas norteando futuras investigagbes sobre o
envolvimento da sinalizacdo glutamatérgica, via receptores NMDA, na
fisiopatologia ou como nova estratégia terapéutica para patologias importantes

como a LPA/SARA.



5 CONCLUSOES

» O uso de um antagonista do receptor NMDA (MK-801) promoveu uma
diminuicdo do influxo de células, verificado através da diminuicdo da

contagem de células totais no LBA;

» O MK-801 promoveu uma diminuicao dos niveis de proteinas totais e
uma diminuicdo na atividade da enzima LDH no LBA, quando
comparada ao grupo que recebeu apenas administragao intratraqueal de

LPS;

» O uso do MK-801 n&o alterou os pardmetros antioxidantes analisados no
sangue (acido urico, CAT e GSH), exceto os niveis de SH que

aumentaram com o tratamento intratraqueal com o MK-801;

» O MK-801 nao promoveu uma diminuicao do dano oxidativo no sangue
(TBARS) e, ndo diminuiu os niveis de NO em relagdo ao grupo que

recebeu injegdo intratraqueal de LPS;

» O tratamento com MK-801 recuperou os niveis de antioxidantes (CAT,

SOD, GSH e SH) no tecido pulmonar;

» O tratamento com MK-801 promoveu uma recuperacdo dos niveis de
ferro no tecido pulmonar quando comparado aos demais grupos

experimentais;



» A analise do dano oxidativo através da avaliagdo dos niveis de TBARS e
dos niveis de NO demonstrou que o uso de MK-801 promoveu uma

diminuicdo destes parametros no tecido pulmonar;

» O tratamento com MK-801 promoveu uma melhora do infiltrado
inflamatério observado no tecido pulmonar através da analise

histopatoldgica.



6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade deste estudo, destacamos:

» Melhor entendimento dos mecanismos de acdo do MK-801 sobre os
macrofagos alveolares, tentando compreender as vias de sinalizagao

intracelulares envolvidas neste processo inflamatdrio;

» Realizar a mensuragdo dos niveis de glutamato no LBA e no tecido

pulmonar;

» Avaliar algumas interleucinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8)
e antiinflamatdrias (IL-10) no LBA e no tecido pulmonar nos diferentes

grupos experimentais;

» Utilizar ferramentas de biologia molecular para avaliar a expressao de
alguns subtipos do receptor NMDA (NMDAR 1 e NMDAR 2A) em nosso

modelo de LPA por injecao intratraqueal de LPS.
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