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Enquanto a gente sonha a estrada permanecera
viva. E para isso que servem os caminhos, para
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RESUMO

A fumaca do cigarro (FC) provoca inflamacgdo pulmonar e recrutamento de macrofagos
M1 e M2, que liberam, respectivamente, citocinas pro-inflamatérios e anti-inflamatérias.
Objetivou-se avaliar os efeitos do eugenol (EUG) — composto bioativo com propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes — na lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida pela FC. In vivo,
camundongos C57BL/6 foram expostos a 12 cigarros/dia/5dias (LPA e LPA+EUGQG) e tratados
15 min/dia/5dias com eugenol 100 mg/mL (LPA+EUG e EUG) ou salina (Controle e LPA).
Avaliou-se escore de inflamac&o; indice de broncoconstricdo (IBC); leucdécitos; macréfagos e
neutrofilos/campo; MDA; CAT e MPO. In vitro, macrofagos alveolares de rato foram
expostos ao extrato de fumaca de cigarro (EFC 1, 2,5, 5 ou 10%) para o teste de
citotoxicidade. EFC 5% foi tratado com EUG (10, 30 ou 100 pg/mL) para analise inflamatdria
e redox. In vivo, LPA+EUG, comparado a LPA, apresentou menor inflamacgéo e reducéo de
51,8% do IBC (p<0,0001), recuperou a altura do epitélio em 29,5% (p<0,001), e reduziu
leucdcitos, neutréfilos e macréfagos em 46%, 56,1% e 59,2% respectivamente (p<0,05). O
tratamento com EUG ndo reduziu a atividade da CAT e MPO, mas reduziu MDA em 45,1%
(p<0,001). In vitro, EUG 100 pg/mL reduziu MDA em 38% e KC em 65% (p<0,05),
recuperou a atividade da CAT em 77,6% (p<0,05), e aumentou IL-10 e a relagdo IL-10/KC
em 77,8% e 2,1x respectivamente (p<0,05). EUG 30 pg/mL reduziu em 34% a atividade da
SOD (p<0,05). Esses resultados sugerem que o eugenol reduziu a LPA induzida pela FC, e

atuou na modulacéo da atividade dos macrofagos.

Palavras-chave: fumaca de cigarro; macrofagos alveolares; inflamacdo pulmonar;

estresse oxidativo; eugenol.



ABSTRACT

Cigarette smoke (CS) causes lung inflammation and recruitment of M1 and M2 macrophages,
which release, respectively, pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. The objective
was to evaluate the effects of eugenol (EUG) - a bioactive compound with anti-inflammatory
and antioxidant properties - on CS-induced acute lung injury (ALI). In vivo, C57BL/6 mice
were exposed to 12 cigarettes/day/5days (ALI and ALI+EUG) and treated 15 min/day/5days
with eugenol 100 mg/mL (ALI+EUG and EUG) or saline (Control and ALI). We evaluated
inflammation score; bronchoconstriction index (BCI); leukocytes; macrophages and
neutrophils/field; MDA; CAT and MPO. In vitro, rat alveolar macrophages were exposed to
cigarette smoke extract (CSE 1, 2.5, 5 or 10%) for the cytotoxicity test. CSE 5% was treated
with EUG (10, 30 or 100 pg/mL) for inflammatory and redox analysis. In vivo, ALI+EUG,
compared to LPA, showed less inflammation and 51.8% reduction in BCI (p<0.0001),
recovered epithelial height by 29.5% (p<0.001), and reduced leukocytes, neutrophils and
macrophages in 46%, 56.1% and 59.2% respectively (p<0.05). EUG treatment did not reduce
CAT and MPO activity, but reduced MDA by 45.1% (p<0.001). In vitro, EUG 100 ug/mL
reduced MDA by 38% and KC by 65% (p<0.05), recovered CAT activity by 77.6% (p<0.05),
and increased IL-10 and the IL-10/KC ratio in 77.8% and 2.1x respectively (p<0.05). EUG 30
ug/mL reduced SOD activity by 34% (p<0.05). These results suggest that eugenol reduced

CS-induced ALI and acted in the modulation of macrophage activity.

Keywords: cigarette smoke; alveolar macrophages; lung inflammation; oxidative stress;

eugenol
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1 INTRODUCAO

A fumaca de cigarro contém cerca de cinco mil compostos téxicos (MACNEE, 2000;
HOFFMANN, et al., 2005), os quais induzem uma resposta inflamatoria caracterizada pelo
recrutamento de células inflamatdrias, principalmente macrofagos e neutréfilos. Os
macrofagos podem ser polarizar em dois fendtipos distintos: os macréfagos M1 liberam
citocinas pro-inflamatérias como TNF- a, IL-1 B, IL-6 e IL-8 (KENNEDY-FEITOSA et al.,
2016). Além disso, a fumaca de cigarro possui uma alta concentracdo de oxidantes potentes,
tais como acroleina, H202, OH— e radicais organicos (CAVALCANTE e BRUIN, 2009). O
excesso desses agentes oxidantes, e a reducdo dos sistemas antioxidantes caracterizam o
desequilibrio redox, desencadeando o estresse oxidativo, o qual tem papel fundamental na
lesdo pulmonar aguda (MOKRA, MOKRY, 2019).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos biologicamente ativos, muitos dos
quais com acdo farmacoldgica (FIRMO, et al., 2011), sendo algumas espécies amplamente
usadas no tratamento dos sintomas de doencas respiratorias (JUERGENS et al, 2014). O
eugenol (4-Alil-2-Metoxifenol), um fenilpropanoide encontrado no dleo essencial de diversas
espécies, tais como noz-moscada, canela e folha de louro (BHUIYAN, 2010), em virtude de
sua capacidade de modular respostas bioldgicas, vem tendo seu potencial farmacol6gico
investigado. O eugenol inibiu a liberagcdo de interleucinas, como a IL-1-B, e do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) em macrofagos estimulados por lipopolissacarideos (LPS) (LEE
et al., 2007); reduziu o depdsito de colageno e o influxo de células inflamatorias, como
neutréfilos (MAGALHAES et al., 2010); e inibiu, de forma dose-dependente, a producéo de
oxido nitrico (NO) induzida por LPS em cultura de macréfagos, sugerindo ter como
mecanismo a inibicdo da oOxido nitrico sintase induzivel (LI et al., 2006). Além disso,
compostos antioxidantes fendlicos, como o eugenol, demonstraram capacidade de inibir o
fator transcricional NF kappa B (NFkxB), responsavel pela transcricdo de citocinas
inflamatorias (RAHMAN, ADCOCK, 2006).

Este estudo mostra os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes do eugenol na
inflamacdo pulmonar aguda induzida pela exposicdo a fumaca de cigarro, bem como,
identifica as principais vias por meio das quais ele exerce os seus efeitos biologicos. A
demonstracdo do potencial farmacologico do eugenol e a compreensdo das suas acfes sobre
0s mecanismos moleculares e sobre as vias de sinalizagdo envolvidas nos processos
inflamatorios nos pulmdes implicam novas possibilidades no tratamento de doencas do

sistema respiratorio associadas ao tabagismo.



2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A fumaca de cigarro contém nas suas fases gasosa e particulada, oxidantes como
superdxido e oOxido nitrico e toxinas como mondxido de carbono (CO) e nicotina. Os
componentes da fase particulada recrutam células inflamatdrias da microcirculagéo e ativam
diretamente células fagocitarias, particularmente macrdfagos alveolares, que sdo ativados para
produzir mediadores pré-inflamatorios, especies reativas de oxigénio (ERO) e enzimas
proteoliticas, levando a inflamacdo e a lesdo pulmonar aguda (LPA) (JOHNSON,
MATTHAY, 2010).

Nesta perspectiva, fumar cigarro é considerado uma das maiores causas de mortes
isoladas na espécie humana, isso porgue, o tabagismo esta relacionado com 90% das mortes
por cancer de pulmao, 25% das mortes por doencas coronarianas e infarto agudo do miocardio
e 85% das mortes por doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) com énfase no enfisema
pulmonar (ALMEIDA et al., 2001).

Embora seja do conhecimento de muitos os danos provocados pelo habito de fumar
cigarro (SANTOS e FILHO, 2005), os numeros do tabagismo no mundo sdo alarmantes,
abrangendo cerca de 1,3 bilhdes de pessoas fumantes. Calcula-se que o fumo seja responsavel
por mais de cinco milhdes de mortes a cada ano. Estima-se que se as tendéncias atuais de
consumo dos produtos de tabaco persistirem, esse nimero pode superar oito milhdes de
mortes anuais até 2030 (INCA, 2011). Segundo o Ministério da Saude, no Brasil a estimativa
da prevaléncia do tabagismo estd em torno de 32%. Considerando que 15% dos fumantes
desenvolvem DPOC clinicamente significativa, constata-se que aproximadamente 7,5 milhdes
de pessoas tem DPOC, o que representa 5% da populacdo (BARRETO, 2006).

Esta documentado que mesmo em curto prazo, a inalacdo da fumaca do cigarro induz
inflamacdo pulmonar significativa, devido a um desequilibrio nos mecanismos
oxidantes/antioxidantes com aumento de neutréfilos e macrofagos (MOURA et al., 2012).
Além disso, a fumaca do cigarro prejudica os mecanismos de defesa da resposta imune inata
mediados por macrofagos, células dendriticas e células natural killer, comprometendo a
capacidade de fagocitose dos macrdfagos alveolares e aumentando assim o risco e a gravidade
das infeccdes (STAMPFLI, ANDERSON, 2009).

Os macrdéfagos alveolares desempenham um papel fundamental na lesdo pulmonar
aguda e cronica. Essas células sdo dotadas de plasticidade funcional e fenotipica, podendo se
polarizar em macréfagos M1, que expressam mediadores pré-inflamatérios, como fator

de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 8 (IL-8), ou, macrofagos M2, os quais



liberam citocinas anti-inflamatdrias, como interleucina 10 (IL-10) e fator de
transformacéo do crescimento p (TGF-B) (YAMASAKI, EEDEN, 2018; RETAMALES et
al, 2001).

Atualmente existem varios tratamentos para reduzir a inflamacdo e melhorar o fluxo
de ar nas vias aéreas; poréem, nenhum deles é eficaz em promover o remodelamento pulmonar.
No arsenal da terapia farmacologica estdo inclusos anticolinérgicos, f2-agonistas, inibidores
de fosfodiesterase 4, glicocorticoides ou a combinacao entre varios farmacos. Ainda assim, a
variedade de farmacos que podem ser utilizadas para o tratamento das exacerbacdes é
considerada escassa. Atualmente, o Unico avango na terapia farmacoldgica tem sido a
utilizacdo de broncodilatadores de acdo prolongada, os quais ndo sdo efetivos no tratamento
da inflamacéo. Essas intervencdes farmacologicas objetivam apenas induzir broncodilatacéo e
reduzir a sensacao de falta de ar (BARNES et al., 2013; VESTBO et al., 2013). Por isso, ha a
necessidade da se descobrir novos farmacos que possam ser eficazes na terapéutica de
doencas respiratorias decorrentes do habito de fumar como a inflamagdo pulmonar aguda e até
o enfisema pulmonar que é uma manifestacdo mais grave e tardia do habito de fumar.

Ha milhares de anos as plantas ja eram utilizadas pelas populacbes como forma
terapéutica, mesmo sem qualquer conhecimento cientifico sobre as espécies. Por isso, a
grande maioria das plantas consideradas medicinais, passou a ser foco de grandes estudos, na
busca de conhecimentos sobre sua acdo terapéutica e/ou toxicolégica. Relatos mostram que
aproximadamente 80% da populacdo utiliza algum tipo de erva buscando fins terapéuticos
para manifestac6es patoldgicas, apesar de muitas delas ainda ndo apresentarem comprovagoes
cientificas de sua real eficacia biolégica (VAVASSOUR et al., 1999).

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo, tendo catalogadas mais de
55.000 espécies (GIULIETTI et al., 2005). No entanto, apenas 8% dessas espécies tiveram
seu potencial farmacoldgico investigado (GUERRA, NODARI, 2000). Ainda assim, as
agéncias financiadoras dos estudos com plantas medicinais no Brasil, ndo dao a devida
importancia a esse tema (PINTO et al., 2002). A pesquisa com plantas medicinais obteve um
crescimento significativo na década de 1950, quando o pesquisador Francisco José de Abreu
Matos, dedicou parte de sua carreira ao estudo multidisciplinar da flora medicinal
(DIOGENES, BASTOS, 2009). Esses estudos ja renderam varios trabalhos de iniciacio
cientifica, mestrado e doutorado, além de trabalhos publicados em revistas e jornais nacionais
e internacionais (LEAL et al., 2006). Esses resultados se dao, porque as plantas sdo uma fonte
importante de produtos biologicamente ativos, muitos dos quais constituem um modelo para o

desenvolvimento de novos farmacos (GUERRA, NODARI, 2000). Dentro dessa area no



Brasil, a &rea da Quimica de Produtos Naturais (QPN) é a area que atrai 0 maior nimero de
pesquisadores (MARTINS et al., 1998). O eugenol (4-Alil-2-Metoxifenol), por exemplo, é um
fenilpropanoide encontrado no 6leo essencial de diversas espécies, tais como noz-moscada,
canela e folha de louro (BHUIYAN et al., 2010). Sua capacidade de modular respostas
bioldgicas vem sendo mostrada em diversas situagfes. O eugenol (160 mg/kg) apresentou
atividade anti-inflamatdria na inflamacao pulmonar induzida por lipopolissacarideo (LPS) em
ratos. Alem disso, foi observado que esse constituinte é capaz de reduzir o depdsito de
colageno e o influxo de células inflamatdrias como neutréfilos (MAGALHAES et al., 2010).
Também se mostrou eficaz em inibir dose-dependente a produgdo de oxido nitrico (NO)
induzida por LPS em cultura de macrofagos, sugerindo ter como mecanismo a inibicdo da
oxido nitrico sintase induzivel (LI et al., 2006). Esse constituinte também se mostrou como
inibidor da liberacdo de interleucinas como IL-1-B, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), em
macrofagos estimulados com LPS (LEE et al, 2007). Além disso, compostos antioxidantes
fendlicos, como o eugenol, inibem o fator transcripcional NF kappa B (NFkB), responsavel
pela transcricdo de citocinas inflamatérias (RAHMAN; ADCOCK, 2006).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes do eugenol na lesdo pulmonar
aguda induzida pela fumaca do cigarro em camundongos.
3.2 Objetivos especificos
1. Investigar a eficacia do eugenol em promover remodelamento pulmonar em pulmdes de
camundongos expostos a fumaca do cigarro;
2. Avaliar o papel do eugenol na modulacgéo da atividade dos macréfagos alveolares;
3. Caracterizar a atividade do eugenol como modulador do desequilibrio redox em pulmdes de

camundongos expostos a fumacga do cigarro.
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RESUMO

A fumaca do cigarro (FC) provoca inflamacgdo pulmonar e recrutamento de macrofagos
M1 e M2, que liberam, respectivamente, citocinas pro-inflamatérios e anti-inflamatérias.
Objetivou-se avaliar os efeitos do eugenol (EUG) — composto bioativo com propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes — na lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida pela FC. In vivo,
camundongos C57BL/6 foram expostos a 12 cigarros/dia/5dias (LPA e LPA+EUGQG) e tratados
15 min/dia/5dias com eugenol 100 mg/mL (LPA+EUG e EUG) ou salina (Controle e LPA).
Avaliou-se escore de inflamac&o; indice de broncoconstricdo (IBC); leucdcitos; macréfagos e
neutrofilos/campo; MDA; CAT e MPO. In vitro, macrofagos alveolares de rato foram
expostos ao extrato de fumaca de cigarro (EFC 1, 2,5, 5 ou 10%) para o teste de
citotoxicidade. EFC 5% foi tratado com EUG (10, 30 ou 100 pg/mL) para analise inflamatdria
e redox. In vivo, LPA+EUG, comparado a LPA, apresentou menor inflamacgéo e reducéo de
51,8% do IBC (p<0,0001), recuperou a altura do epitélio em 29,5% (p<0,001), e reduziu
leucdcitos, neutréfilos e macréfagos em 46%, 56,1% e 59,2% respectivamente (p<0,05). O
tratamento com EUG ndo reduziu a atividade da CAT e MPO, mas reduziu MDA em 45,1%
(p<0,001). In vitro, EUG 100 pg/mL reduziu MDA em 38% e KC em 65% (p<0,05),
recuperou a atividade da CAT em 77,6% (p<0,05), e aumentou IL-10 e a relagdo IL-10/KC
em 77,8% e 2,1x respectivamente (p<0,05). EUG 30 pg/mL reduziu em 34% a atividade da
SOD (p<0,05). Esses resultados sugerem que o eugenol reduziu a LPA induzida pela FC, e

atuou na modulacéo da atividade dos macrofagos.

Palavras-chave: fumaca de cigarro; macrofagos alveolares; inflamacdo pulmonar;

estresse oxidativo; eugenol.



4 INTRODUCAO

A sindrome da angustia respiratério aguda (SARA) é uma condicdo clinica comum
seguida de lesdo pulmonar aguda (LPA). A LPA ¢é caracterizada por edema pulmonar néo-
cardiogénico, inflamacgé@o pulmonar e sistémica sendo causa de comum e frequentemente fatal
de insuficiéncia respiratoria aguda em pacientes criticos (RUBENFELD, 2005; WARE e MA,
2000; GOSS, 2003).

Andlises retrospectivas sugeriram que o tabagismo pode estar associado a LPA
(IRIBARREN, 2000). Estudos experimentais ja mostram que o tabagismo ativo causa
alteracdes fisiopatoldgicas caracteristicas da LPA, incluindo aumento da permeabilidade do
epitelial pulmonar, lesdo endotelial e alteracdo da funcéo plaquetaria (FERNANDEZ, 2002).

A fumaca do cigarro contém cerca de 10'7 oxidantes/radicais livres e
aproximadamente 5.000 compostos quimicos por tragada (RAJENDRASOZHAN et al, 2008).
Nos pulmdes, é capaz de ativar mecanismos que resultam em lesdo oxidante enddgena
(SCHULIGA, 2015) pela liberagdo de espécies reativas de oxigénio pelas células
inflamatorias, contribuindo para o estabelecimento de um desequilibrio redox e resposta
inflamatoria.

O material particulado inalado a partir da fumaca do cigarro se deposita no trato
respiratorio seja nas vias aéreas superiores, em caso de particulas maiores ou no caso das
particulas menores se depositam nos alvéolos, resultando em estresse oxidativo e inflamacédo
com recrutamento e ativagdo de células inflamatérias para as vias aéreas como células
epiteliais, neutrofilos, linfocitos e macrofagos alveolares. Durante esse insulto sobretudo
neutréfilos e macrofagos sdo recrutadas e ativadas (SCHULIGA, 2015; YAMASAKI e
EEDEN, 2018).

Macréfagos estdo presentes em quase todos os tecidos do corpo (MURRAY, 2011).
Nos pulmdes, os macrofagos alveolares desempenham um papel fundamental na leséo
pulmonar aguda e crbnica. Essas células sdo dotadas de plasticidade funcional e fenotipica,
podendo se polarizar em macrofagos M1, que expressam mediadores pro-inflamatérios,
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 8 (IL-8), ou, macréfagos M2, os
quais liberam citocinas anti-inflamatérias, como interleucina 10 (IL-10) e fator de
transformacéo do crescimento B (TGF-B) (YAMASAKI e EEDEN, 2018; RETAMALES et
al, 2001). Alem disso, essas células sdo capazes de gerar Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), liberadas durante a inflamacéo, levando ao
estresse oxidativo (DIOGENES-BASTOS, et al., 2011).



J& é bem descrito que fumar cigarro induz um aumento de células imunes dentro do
pulm&o avaliada pelo lavado broncoalveolar (LBA) com a maioria do aumento atribuido a
macrofagos (KARIMI, 2012). Em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)
0s macrofagos estdo aumentados em até 10 vezes nas vias aéreas e no parénquima pulmonar
(BARROSO, et al., 2017). Embora a exposi¢do aguda a fumaca do cigarro ndo cause DPOC,
ha semelhanca com os marcadores inflamatérios e redox presentes no insulto pulmonar agudo
(BARBOZA et al., 2018). Nesse sentido, diferentes estudos mostram um aumento do
infiltrado leucocitario, acompanhado de um incremento nos marcadores oxidativos em
animais expostos a fumaca aguda do cigarro (KENNEDY-FEITOSA, et al., 2016; HSIAO et
al., 2013).

O tratamento da lesdo pulmonar aguda se baseia em estratégias ventilatdrias e ndo
ventilatorias, mas os avan¢os mais significativos no tratamento da LPA estdo associados as
estratégias ventilatérias (JOHNSON, MATTHAY, 2010). Nesse sentido, ensaios clinicos
mostraram que varios farmacos, incluindo os glicocorticoides, ndo foram eficazes na
prevencdo e reducdo de mortalidade na SARA (MATTHAY et al., 2019).

Compostos bioativos de varias espécies de origem vegetal tém demonstrado
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias contra inflamacao pulmonar aguda que podem
contribuir para a prevencdo de doengas inflamatorias (MAGALHAES et al., 2010). Nesse
contexto, o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € um fenilpropanoide encontrado no cravo
(Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum verum), café, dentre outros alimentos
(KIRKHAM et al., 2013). Foram relatados os efeitos anti-inflamatorios do eugenol na leséo
pulmonar induzida por LPS em ratos (DRAPER; HADLEY, 1990). e propriedades
antioxidantes in vitro (CHAINY, et al., 2000; RAHMAN, 2006; LI W et al., 2016). No
entanto, ndo ha investigacdes que demonstrem os efeitos do eugenol (EUG) na inflamacéo
induzida pela fumagca do cigarro e no estresse oxidativo. Este relato descreve os efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes do eugenol na lesdo pulmonar aguda causada pela inalacdo da
fumaga do cigarro, modulando a atividade dos macrdfagos alveolares. A demonstragdo do
potencial farmacologico do eugenol e a compreensdo das suas agGes sobre 0s mecanismos
moleculares e sobre as vias de sinalizagdo envolvidas nos processos inflamatérios nos
pulmdes suscitam discussdes sobre novas possibilidades no tratamento de doencas do sistema

respiratorio associadas ao tabagismo.



5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, EUA) e mantidos em condic¢des adequadas.

5.2 Animais

Para o estudo in vitro 6 ratos Wistar (200-250 g) foram utilizados. Para o estudo in
vivo foram utilizados 35 camundongos machos C57BL/6 (18-22 g). Todos os animais foram
alimentados com ragdo, com livre acesso a agua, e mantidos em ambiente controlado (18 - 22
°C, 50 a 70% de umidade relativa e ciclo claro/escuro de 12/12 h). Todos os métodos e
protocolos envolvendo o uso animal utilizados neste estudo foram aprovados pela Comissao
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFERSA) (23091.007638/2018-95).

5.3 Desenho experimental
5.3.1 Exposicdo a fumaca de cigarro e tratamento in vivo

Camundongos C57BL/6 foram divididos em quatro grupos (n=8 a 9 cada): Controle,
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), Lesdo Pulmonar Aguda + Eugenol (LPA+EUG) e Eugenol
(EUG). Os grupos LPA e LPA+EUG foram expostos a 12 cigarros comerciais (10 mg de
alcatrdo, 0,9 mg de nicotina e 10 mg de mondxido) por dia durante 5 dias, por meio de uma
camara de inalagdo conforme descrito anteriormente (BYRNE et al., 2015; KENNEDY -
FEITOSA, 2016). Os grupos Controle e EUG foram expostos apenas ao ar ambiente. Ao final
de cada dia, os grupos foram tratados por via inalatéria com o veiculo (grupos Controle e
LPA) ou com o EUG 100 mg/mL (grupos LPA + EUG e EUG). e tratados com veiculo
(controle) ou com EUG (EUG) por via inalatéria. O tratamento foi realizado, durante 15
minutos por dia, em uma caixa (21 cm de largura, 20 cm de comprimento e 30 cm de altura)
acoplada a um nebulizador (Ultrasonic Nebulizer RespiraMax® NS x®) (MOURA, et al.
2012).

5.4 Protocolos experimentais in vivo
5.4.1 Processamento tecidual e analises histolégicas

Vinte e quatro horas apds a conclusdo do quinto dia do procedimento experimental, 0s
animais foram anestesiados via inalatoria com sevoflurano e eutanasiados por deslocamento

cervical. O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado atraves da lavagem dos espacos aéreos



pulmonares com solugdo salina (3 x 0,5 mL) tamponada para contagem de leucdcitos totais
usando uma camara de Neubauer (TORNLING, et al., 1987).

Os ventriculos direitos de todos os camundongos foram perfundidos com solucdo
salina para remocdo do sangue dos pulmdes. Os pulmdes esquerdos foram coletados e
transferidos para uma solucdo fixadora de formalina tamponada (10%; pH 7,2), antes da
inclusdo em parafina para processamento histologico e preparagdo das laminas com cortes

pulmonares de 5 um foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

5.4.1.1 Anélises morfoldgicas

A andlise histopatologica foi avaliada através do score de inflamacéo ja descrito
anteriormente por BAO et al., (2015). De cada corte pulmonar foram feitas 10 imagens de
campos aleatdrios e ndo coincidentes do parénquima pulmonar que foram analisados as cegas
por trés investigadores diferentes. As imagens do parénquima pulmonar foram pontuadas, de
acordo com os seguintes critérios do escore de inflamagdo pulmonar: 0, tecido normal; 1,
alteracdo inflamatéria minima; 2, nenhum dano Obvio a arquitetura do pulméo; 3,
espessamento dos septos alveolares; 4, formacdo de ndédulos ou areas de pneumonite que
distorcem a arquitetura normal; e 5, obliteracédo total do campo (BAO et. al, 2015).

O perimetro da via aérea foi avaliado pela determinacdo do indice de broncoconstri¢do
(IBC). Para tanto, foram capturadas imagens de 7-10 brénquios diferentes em cada lamina
coradas com H&E em ampliacdo de 400x. O IBC foi quantificado usando o numero de
interceptos que cruzam a membrana basal (NI) e 0 numero de pontos que atingem o limen
das vias aéreas (L) pelo reticulo M42. O IBC foi calculado pela seguinte equacdo: IBC =
NI/NL (SAKAE et al., 1994). Foram aceitos apenas os brdnquios cuja relacio entre o maior e
o menor diametro da elipse que descrevia seu lumen ndo excedesse 1,25.

A mensuracdo da altura do epitélio brénquico (um) foi feita a partir da membrana
basal até a extremidade da célula, em pelo menos 4 pontos diferentes do mesmo brénquio,
utilizando-se o software ImageJ.

Os numeros de macrofagos e neutrofilos alveolares foram estimados contando dez
campos aleatorios e ndo coincidentes de se¢des pulmonares usando uma lente objetiva de

100x. Dois investigadores realizaram morfometria contando se¢6es codificadas.

5.5 Procedimentos experimentais in vitro

5.5.1. Preparacdo do extrato da fumaca de cigarro



A fumaca de 2 cigarros comerciais foi borbulhada em 10 mL de DMEM com 1% de
FBS. A solucdo resultante, definida como 100% EFC, foi diluida em DMEM para obtencédo
das concentracfes de EFC 1; 2,5; 5 e 10% (KODE, et al., 2006).

5.5.2 Exposicdo ao extrato da fumaca de cigarro (EFC) e tratamento in vitro

Para esta etapa, macrofagos alveolares de ratos (MAR) foram obtidos de ratos Wistar.
O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado por lavagem dos pulmdes (10x, com 5 mL de
solucdo salina). O LBA foi centrifugado (600 rpm, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante
descartado. O sedimento celular foi ressuspendido em meio de cultura padrdéo (DMEM com
1% de SBF), plagueado (1 x 10° células/pogo) em um volume final de 1 mL de meio em
triplicata e mantido em condic¢es controladas (37°C, 5% CO2) por 1h para aderéncia dos
macrofagos ao fundo do poco. Apds esse intervalo, o meio foi coletado, o poco foi lavado
com PBS e em seguida os MAR foram expostas a concentracfes variadas de extrato de
fumaga de cigarro (EFC) (1; 2,5; 5 ou 10%) e assim permaneceram por mais 1 hora nas
condicBes controladas (37°C, 5% CO2). Apos 1h o sobrenadante foi coletado para o teste de
toxicidade.

Apo6s a escolha da concentragdo mais vidvel com base no teste de toxicidade, esse
mesmo procedimento de coleta foi realizado e os MAR foram plaqueados novamente nas
mesmas condic¢des e etapas descritas anteriormente. O meio de cultura padrao foi substituido
por meio contendo EFC 5% na presenca ou auséncia de EUG (10, 30 ou 100 pg/ ml). Para
condicgéo controle os MAR foram expostos apenas ao DMEM. Este experimento foi realizado
trés vezes. Ao final do tratamento, o sobrenadante foi coletado para analises bioquimicas e

imunoldgicas.

5.6 Analises
5.6.1 Analises bioguimicas

O homogeneizado pulmonar (in vivo) e o sobrenadante das placas (in vitro) foram
usados para 0s ensaios bioquimicos. A atividade da superdéxido dismutase (SOD) foi avaliada
de acordo com a inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina, no comprimento de onda de 480 nm
(BANNISTER et al., 1987). A atividade da catalase (CAT) foi realizada monitorando a taxa
de diminuicéo das concentracdes de peroxido de hidrogénio, no comprimento de onda de 240
nm (AEBI et al., 1984). A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi medida pelo ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS/EMD Millipore, Billerica, EUA) a 532
nm (DRAPPER et al., 1993).



5.6.2 Marcadores inflamatorios

Os niveis de interleucina-10 (IL-10) e KC foram quantificados usando um ensaio
imunoenzimatico especifico (ELISA), de acordo com as instru¢des do fabricante (PreproTech
Inc., Rocky Hill, NJ, EUA) e o protocolo padrdo. A atividade da mieloperoxidase (MPO) no
LBA foi medida usando peroxido de hidrogénio, brometo de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB; Cat. No. H5882, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e tetra-metilbenzidina (TMB; Cat.
No. 860336, Sigma- Aldrich, St Louis, EUA) com comprimento de onda de 630 nm
(SUZUKI et al., 1983).

5.7 Analises estatisticas

Os dados sao expressos como média + S.E.M. O software GraphPad Prism 5 foi usado
para analise estatistica (San Diego, CA, EUA). Os resultados considerados estatisticamente
significativos tiveram probabilidade de hipdtese nula inferior a 5% (p < 0,05). Foram
utilizados os testes t de Student e a andlise de variancia (one-way ANOVA), seguidos pelo
método de comparagfes mdaltiplas de Holm-Sidak ou Student-Newman-Keuls, quando

apropriado.
6 RESULTADOS

6.1 Morfologia

Na analise histologica, os grupos controle e EUG apresentaram parénquima pulmonar
preservado com septos alveolares finos e rara presenca de leucécitos. O grupo LPA
apresentou infiltrado de leucécitos (pontas da seta) nos alvéolos e no parénquima. O
LPA+100 mg mostrou parénquima pulmonar semelhante ao do grupo controle, também com
poucos leucdcitos presentes (pontas de seta). Além disso, o escore de inflamacdo pulmonar no
grupo LPA (2,86 + 0,08) foi maior em relacdo ao grupo controle (1,39 + 0,18) (p<0,0001). O
LPA+EUG (2,07 = 0,07) mostrou escore de lesdo pulmonar inferior a lesédo do grupo LPA
(p<0,0001) (Figura 1). Ao avaliar o indice de broncoconstri¢do (IBC), observamos que o IBC
foi maior no grupo LPA (4,188 + 0,4135) em relagédo ao controle (2,550 + 0,2054). Em
contrapartida, os grupos LPA+EUG (2,019 + 0,1277) e EUG (2,182 £ 0,2380) apresentaram
menor IBC em relacdo ao LPA (Figura 2). O grupo LPA (76,30 + 4,155) apresentou menor
altura do epitélio (um) em relacéo ao grupo controle (111,8 + 4,948), e o grupo LPA+EUG
(98,80 + 3,99) aumentou a altura do epitélio em relagdo ao LPA (Figura 3).



6.2 Marcadores inflamatérios in vivo

A exposicdo a fumaca de cigarro aumentou o infiltrado leucocitario no LBA em 2
vezes comparado ao grupo controle (leucdcitos totais: LPA - 0,66 + 0,14 vs. 0,17 + 0,03 10°
células/mL; neutrofilos: 2,25 + 0,70 vs. LPA: 9,62 + 0,96 108 células/mL; macrdfagos: 7,0 +
0,65 vs. LPA: 16,63 + 1,28 108 células/mL. A EUG reduziu a migragdo de leucocitos totais
(0,31 + 0,04 vs. LPA: 0,66 + 0,14 células/campo), neutréfilos (4,22 + 0,93 vs. LPA: 9 ,62 £
0,96 células/campo) e macréfagos (6,77 + 0,59 vs. LPA:16,63 + 1,28 10° células/campo) em
47%, 44% e 41%, respectivamente (Figuras 4A, 4B e 4C).

6.3 Marcadores redox in vivo

Os niveis de MDA aumentaram no grupo LPA (943,6 + 18,2) quando comparados ao
controle (799,7 + 37,32; p<0,05) e foram menores no grupo tratado com EUG (518,0 + 67,
84) quando comparado ao grupo controle (799,7 + 37,32) (p<0,001) (Figura 5A). A atividade
da CAT aumentou no grupo LPA (34,86 + 3,21) em relacdo ao controle (18,94 + 2,39)
(p<0,01), mas ndo houve diferenca estatistica entre o grupo LPA e LPA+EUG (28,22 + 4,03)
(Figura 5B). Quando avaliados os niveis de MPO, o tratamento ndo foi capaz de reduzir o
aumento desse marcador de infiltracdo de neutréfilos no grupo LPA+EUG (2,24 £ 0,29) em
relacdo ao LPA (2,17 £ 0,26) (Figura 4D).

6.4 Viabilidade celular

As células expostas a EFC 1, 2 e 10% apresentaram menor viabilidade celular ao teste
de toxicidade, em comparacdo com o meio de cultura padrdo. No entanto, no meio EFC 5%, o
teste MTT apresentou resultados semelhantes ao DMEM, sendo escolhido para realizar os

demais experimentos in vitro (Figura 6).

6.5 Marcadores inflamatorios in vitro

Os niveis de KC aumentaram 82% na condigdo EFC (461,4 £ 23,5; p<0,01) quando
comparado ao controle (252,4 + 56,8). EUG (100 ug/mL) reduziu os niveis de KC em 34%
(304,6 + 1,70; p<0,01) (Figura 7A). Por outro lado, os niveis de IL-10 foram reduzidos em
50% na condicdo EFC (CSE: 146,8 + 22,4 vs. Controle: 290,0 = 35,0; p<0,05). tratamento
com EUC (100 pg/mL) recuperou os niveis de 1L-10 em 127% (333,8 £ 32,2; p<0,05) (Figura
7B). Por fim, quando avaliada a relacdo 1L-10/KC, a condi¢cdo EFC apresentou uma relagéo

menor em relacdo ao controle (EFC: 0,59 + 0,09 vs. Controle: 1,75 + 0,40; p<0,05),



aumentando com o tratamento (EFC+30: 1.161 £ 0,14; (p<0,05) e EFC+100: 1.274 + 0,03;
(p<0,01) (Figura 7C).

6.6 Marcadores redox in vitro

Os niveis de MDA na condi¢do EFC aumentaram 5 vezes (32,9 + 5,51; p<0,01) em
relacdo ao controle (6,10 + 2,14). Na presenca de EUG, apenas as células tratadas com 100
pug/mL apresentaram niveis reduzidos de MDA (12,7 + 1,37; p<0,05) (Figura 8A). A atividade
da SOD foi maior na condicdo EFC do que na condicgéo controle (6,04 + 1,10 vs. 1,67 + 0,65;
p<0,05), sendo reduzida significativamente com o tratamento de EUG 30 pg/mL (2,28 £ 0,40,
p<0,5) (Figura 8B). Além disso, a atividade da CAT diminuiu no EFC (16,8 + 0,46) em
relacdo ao controle (67,5 + 11,3) (p<0,0001) e aumentou na condicdo EFC+EUG 100 pg
(29,9 £ 2,48) em relacdo ao EFC (p<0,01) (Figura 8C).

7 DISCUSSAO

Esse estudo mostrou que a inalacdo aguda da fumaca de cigarro induziu alteracdes
inflamatorias nos pulmdes de camundongos, como espessamento dos septos alveolares e areas
de infiltrado inflamatorio e hemorragia alveolar. O tratamento com eugenol melhorou essas
alteracdes histopatoldgicas inflamatdrias e diminuiu significativamente a média do escore de
inflamacdo pulmonar, o que representa uma reducdo na lesdo pulmonar pelas propriedades
anti-inflamatorias do eugenol. Esse achado corrobora outros estudos os quais mostram uma
atividade anti-inflamatéria do eugenol em alguns modelos de inflama¢do pulmonar induzida
por LPS (MAGALHAES et al., 2010) e em macrdfagos humanos reduzindo a liberagdo de IL-
1B, TNF-a e ciclooxigenase (COX) (LEE et al., 2007)

Além disso, fumar um cigarro pode causar broncoconstricdo aguda (N.C. Thomson,
2004; LEE, et al. 2018.) o que foi observado nesse estudo através do IBC. Nesse trabalho, o
tratamento com eugenol reduziu o indice de broncoconstricdo (IBC) sugerindo o potencial
efeito broncodilatador desse constituinte. Embora essa analise do IBC ndo seja uma analise
funcional para mostrar a atividade broncodilatadora, o IBC é considerado um parametro
morfometrico de avaliagdo indireta da broncoconstricdo (CORSICO et al., 2003). Ademais,
esse achado pode ser fortalecido pela propriedade broncodilatadora do eugenol j& descrita na
literatura em modelos de doencas inflamatorias como asma no qual foi capaz de reverter nas
vias aéreas contragdes induzidas por carbacol (CCh) (MARCIELE et al., 2014).



Na les@o pulmonar aguda hé a ruptura das barreiras endoteliais e epiteliais pulmonares
(JOHNSON, MATTHAY, 2010). Nesse contexto, j& foi demonstrado previamente que a
fumaca de cigarro reduz a integridade da camada epitelial (HEIJNINK et al., 2012). O dano
epitelial afeta a responsividade das vias aéreas, uma vez que a disfuncdo da camada epitelial
pode resultar no aumento da concentracdo de varios agentes contrateis (BASTOS, 2019).
Dessa forma, a reducédo da altura do epitélio no grupo LPA se correlaciona com o aumento do
indice de broncoconstricdo nesse mesmo grupo. No presente estudo, o tratamento com o
eugenol aumentou a altura do epitélio dos brénquios, demonstrando assim uma reducdo do
dano epitelial induzido pela fumaca de cigarro, o que pode explicar a reducdo do IBC pelo
eugenol.

Um outro fato importante é que os leucdcitos produzem e liberam oxidantes em
resposta ao estimulo inflamatdrio, contribuindo para esse processo. Essas células
inflamatorias, particularmente macrofagos e neutrdfilos, sdo recrutadas e ativadas durante a
inflamacéo pulmonar induzida pela inalagdo de fumaca de cigarro (SCHULIGA et al., 2015;
YAMASAKI et al., 2018; CUNDALL et al., 2003). Nesse estudo, a exposicdo a fumaca do
cigarro aumentou com o mesmo padréo, a migracao de leucdcitos no lavado broncoalveolar e
no tecido pulmonar. O tratamento com eugenol modificou o perfil celular no
LBA/parénquima pulmonar, reduzindo o ndmero total de leucécitos, principalmente
macrofagos e neutréfilos. Esses resultados sugerem uma correlacdo entre a melhora do perfil
redox com a capacidade do eugenol de reduzir o influxo de leucécitos no LBA, uma vez que
essas ceélulas produzem e liberam oxidantes em resposta ao estimulo inflamatorio,
contribuindo para o estresse oxidativo. Essa hipdtese é corroborada por estudos que mostram
uma correlacdo entre o numero de macréfagos no LBA e o dano aos tecidos pulmonares
(BUTLER et al., 2018).

Os neutrofilos desempenham um papel importante na inflamacéo e fibrose pulmonar
ao liberar mediadores inflamat6rios, como MPO (FORONJY, D’ARMIENTO 2006), cuja
atividade é aumentada no grupo LPA. Embora o tratamento com eugenol tenha reduzido o
influxo de neutrdéfilos, curiosamente ndo teve efeito sobre a atividade da MPO. Esse achado
nos leva a acreditar que o efeito anti-inflamatério do eugenol nesse modelo pode ndo ser
mediado pelos neutréfilos, mas pela modulagdo dos macréfagos, aumentando sua relacdo de
liberacdo de citocinas anti-inflamatorias/inflamatorias.

Macrofagos sdo células que compBe a primeira linha de defesa contra particulas

inaladas (LUGG, et al., 2021) e sdo recrutadas e ativadas durante o insulto pulmonar,



desempenhando um papel relevante no sistema imune inato e adaptativo (YAMASAKI et al.,
2018).

De acordo com alguns estudos, macréfagos alveolares e metaloproteases derivadas de
macrofagos degradam o tecido conjuntivo do pulmdo em fumantes (CHURG, 2003). O
tabagismo demonstrou ser capaz de afetar a funcdo e o fendtipo dos macrofagos (SILVA et
al., 2019). Os macrdfagos consistem em dois estados de polarizacdo. Os macréfagos M1
(ativados classicamente) expressam altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como fator de
necrose tumoral (TNF)-a, IL-8 e IL-6. Em contraste, o fendtipo M2 (macréfagos ativados
alternativamente) expressa CD206 e citocinas anti-inflamatorias, incluindo 1L-10 e TGF-8
(YAMASAKI et al., 2018; DIOGENES-BASTO, et al., 2011). As células M2 antagonizam os
efeitos das células M1 e promovem reparo tecidual apos a lesdo inflamatéria, atuando como
reguladores do processo inflamatério (ABDELAZIZ, et al., 2020).

Na ativacdo de macrdfagos, a producdo de IL-10 depende do estado de polarizacéo,
sendo produzida em maior quantidade pelos macrofagos M2 (MURRAY, 2017). Além disso,
a IL-10 é necessaria para a polarizacdo de macrofagos para o fendtipo M2, uma vez que torna
0s macrofagos mais sensiveis a serem direcionados a esse estado de polarizacdo (LOPES, et
al., 2016). Nesse contexto, a IL-10 ¢ um dos marcadores de células M2a — subtipo de
macrofagos M2 — em humanos e camundongos (ABDELAZIZ, et al., 2020). Diversas vias de
sinalizacdo tém sido implicadas na polarizagdo de macréfagos mediada pela fumaca do
cigarro. Como a o perfil de liberacdo de citocinas é uma caracteristica chave da polarizacéo
dos macrofagos, avaliamos os niveis de citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias em
macrofagos do lavado broncoalveolar. Nesse estudo, a exposicao de macréfagos ao extrato de
fumaca do cigarro resultou em aumento dos niveis de KC e reducdo nos niveis de IL-10. O
tratamento com EUG 100 pg/mL reduziu os niveis da citocina pré-inflamatéria KC,
homologa a IL-8 em humanos, e aumentou os niveis de IL-10, que tem efeitos anti-
inflamatdrios. Essa resposta pode ser a responsavel por modular a resposta imune e prevenir
danos (BUTLER et al., 2018; JASPER et al., 2019). O aumento dos niveis de 1L-10 ap0ds o
tratamento com eugenol contribui para reduzir a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, uma
vez que a IL-10 suprime a producdo de citocinas pro-inflamatérias pelos macréfagos
(CUNDALL et al., 2003). O aumento da razdo IL-10/KC, marcadores do fenétipo M2 e M1,
respectivamente, ap0os o tratamento com eugenol, contribui para fortalecer a hipétese de que a
atividade anti-inflamatoria do eugenol pode ser via modulagdo de macrofagos.

O dano pulmonar estd associado ao estresse oxidativo, tem sido implicado na

remodelagdo da matriz extracelular e na peroxidagdo lipidica (CAVALCANTE, BRUIN,



2009), contribuindo para as alteragcdes inflamatdrias induzidas pela fumaca de cigarro nos
pulmdes. A reducéo das concentragdes de MDA (in vivo e in vitro), um produto citotoxico da
peroxidacdo lipidica, pelo eugenol sugere que este composto tem um efeito protetor contra o
estresse oxidativo e, portanto, reduz o dano oxidativo tecidual. Esse mecanismo pode também
ajudar a explicar a melhora das estruturais pulmonares induzidas pela fumaca do cigarro.

O estresse oxidativo in vitro foi avaliado a partir da atividade enzimatica antioxidante
de SOD e CAT e os niveis de MDA, produto da peroxidacao lipidica e, portanto, marcador de
estresse oxidativo. A fumaca de cigarro libera oxidantes como o anion superdxido, o qual é
convertido, pela SOD, em perdxido de hidrogénio. Os maiores niveis de oxidantes quando
essas células foram expostas ao EFC podem explicar o aumento da atividade da SOD nesta
condicdo, uma vez que a SOD atua na primeira defesa contra oxidantes e é o principal fator de
defesa contra radicais de oxigénio durante o estresse oxidativo (KUYUMCU, AYCAN 2018;
FORONIJY, D’ARMIENTO 2006). A atenuacdo do desequilibrio redox pelo tratamento com
EUG 30ug/mL também explica a reducdo da atividade da SOD necessaria nesta resposta. A
SOD, ao dismutar o anion superéxido em peroxido de hidrogénio (H202), aumenta a
necessidade de CAT para catalisar o H202. Além disso, acredita-se que a fumaca de cigarro
aumente a liberagdo de H202 pelos macrofagos alveolares, em virtude do aumento dos niveis
de H202 no condensado do ar exalado de fumantes (CAVALCANTE e BRUIN, 2009), o que
reforca 0 aumento da necessidade da atividade da CAT ap0s a exposi¢do a fumaca de cigarro.
A despeito disso, a condicdo EFC ndo conseguiu aumentar a atividade da CAT em relacdo ao
controle. Em contrapartida, o eugenol melhorou o equilibrio oxidante/antioxidante,
recuperando a atividade da CAT. O H202, apesar de ndo ser um radical livre, tem alto
potencial reativo e possui vida longa, tendo papel importante na peroxidacdo lipidica
(BARBOSA, et al., 2010). O aumento da atividade da CAT, enzima antioxidante que converte
0 peroxido de hidrogénio em radical hidroxila e agua, bem como a possivel reducdo da
liberacdo de H202 pelos macrofagos alveolares, podem explicar a reducdo nos niveis de
MDA — produto da peroxidacéo lipidica — e do dano celular oxidativo apos o tratamento com
0 eugenol. Esses achados sugerem que o eugenol possui uma atividade antioxidante via
ativacdo do sistema antioxidante enzimatico, atuando preferencialmente via CAT. Esses
resultados sdo corroborados por estudos prévios que demonstraram os efeitos antioxidantes do
eugenol em modelos in vivo e in vitro (NAGABADU et al., 2010; GULCIN 2011).



8 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem que o eugenol é capaz de atuar na lesdo pulmonar induzida
pela fumaca do cigarro, reduzindo as alteracdes inflamatorias nos pulmdes de camundongos.
Além disso, o eugenol reduziu o dano oxidativo em modelos in vivo e in vitro, melhorando as
defesas antioxidantes enzimaticas, e aumentou a relacdo entre citocinas anti-inflamatorias e
pro-inflamatorias, produzidas respectivamente por macréfagos M2 e M1. Estes resultados
sugerem que o eugenol atua principalmente por meio da modulacdo da atividade dos
macrofagos. Portanto, o eugenol € um composto com potencial aplicacdo farmacologica para

o0 tratamento e prevencdo da lesdo pulmonar aguda.
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Figura 1.1 Fotomicrografias de cortes pulmonares corados com hematoxilina e eosina. a)
Grupo controle; b) Camundongos expostos a 12 cigarros por dia por 5 dias (LPA); c)
Camundongos expostos a 12 cigarros por dia (5 d) e tratados com eugenol 100 mg/mL por 5d
(LPA+EUGQG); d) Grupo EUG (camundongos tratados apenas com eugenol 100 mg/mL). As

pontas de seta, », representam os leucdécitos nos alvéolos ou parénquima. 1.2 Escores de
lesdo pulmonar dos grupos (valores arbitrarios). ***p < 0.001 e p**** < 0.0001 quando
comparado ao grupo controle. “#p < 0.001 e **p < 0.0001 quando comparado a LPA.
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Figura 2 Indice de broncoconstri¢do (IBC). **p < 0.01 quando comparado ao grupo controle
####n < 0.0001 quando comparado a LPA.
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Figura 3: Altura do epitélio dos bronquios. p**** < 0.0001 quando comparado ao grupo
controle. *#p < 0.001 quando comparado a LPA. Os valores para todas as medicdes sdo
expressos como medias £ EPM. Considerados estatisticamente significantes p<0,05.
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Figura 4: Efeitos do EUG nos marcadores inflamatorios in vivo. O numero total de a)
leucdcitos, de b) macrofagos e c) neutréfilos por campo foi quantificado por por morfometria.
d) A atividade da mieloperoxidase (MPO) no LBA foi medida usando peroxido de
hidrogénio, brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB; Cat. No. H5882, Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA) e tetra-metilbenzidina (TMB; Cat. No. 860336, Sigma- Aldrich, St Louis, EUA).
*p < 0.05, **p < 0.01 e ****p < 0.0001 quando comparado ao grupo controle. *p < 0.05, #p <
0.01, ¥ < 0.001 e #*p < 0.0001 quando comparado ao grupo CS. Os valores para todas as



medicOes sdo expressos como medias £ EPM. Considerados estatisticamente significantes
p<0,05.
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Figura 5: Efeitos do EUG nos marcadores redox in vivo. a) A concentragdo equivalente de
malondialdeido (MDA) foi medida pelo ensaio TBARS. b) Atividade da catalase (CAT) foi
medida pelo consumo de H202. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle. *p < 0,05 e
##p < 0.001 quando comparado ao grupo LPA. Os valores para todas as medicOes sdo
expressos como médias £ EPM. Considerados estatisticamente significantes p<0,05.
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Figura 6: EFC 5% mostra viabilidade celular préxima ao meio de cultura padrdo. EFC —
Extrato de fumaca de cigarro. Os valores sdo expressos em porcentagem em relacdo ao
DMEM. Os valores para todas as medigdes sao expressos como medias £ EPM. Considerados
estatisticamente significantes p<0,05.
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Figura 7: Efeitos do EUG nos marcadores inflamatorios in vitro. a) KC; b) IL-10; c) razédo
IL-10/KC. *p < 0,05 e **p < 0,01 em relagdo ao grupo controle; #p < 0,05 e #p < 0,01 em
relacdo ao grupo EFC. Os valores para todas as medicGes sdo expressos como médias + EPM.
Considerados estatisticamente significantes p<0,05.
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Figura 8: Efeitos do EUG nos marcadores redox in vitro. a) A concentracdo equivalente de
malondialdeido (MDA) foi medida pelo ensaio TBARS. b) A atividade da superdxido
dismutase (SOD) foi medida pelo monitoramento da inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina.
c) Atividade da catalase (CAT) medida pelo consumo de H202. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001 e ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo controle. *p < 0,05, #p < 0,01 quando
comparado ao grupo EFC. Os valores para todas as medi¢Ges sdo expressos como médias *
EPM. Considerados estatisticamente significantes p<0,05.
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Figura 9: Fisiopatologia da lesdo pulmonar aguda induzida pela fumaca de cigarro. A fumaca
de cigarro leva ao recrutamento de células inflamatdrias da microciculacao, principalmente
macrofagos e neutrofilos. Os macrofagos M1 liberam citocinas pré-inflamatérias, como IL-8,
enquanto os macréfagos M2 liberam mediadores anti-inflamatdrios, como 1L-10. Além disso,
quando ativadas, as células inflamatdrias liberam espécies reativas, provocando um
desequilibrio redox.
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