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Objetivos: A proposta deste estudo foi avaliar 08 efeitos do treingmento fisico na
resposta  inflamatdria  (permeabilidade vascular e infe  neutrofilico)  apos
isquemia-reperfusio pulmonar (IRP) em ralos. Considerando que ¢ treinamento fisico

em prop
hipotetizamos gue animals submetides a freinamento com exercicio fisico podem ficar

edades  protetoras  em  determinadas  doengas cardiovasculares,
protegidos contra @ lesao causada pela isquemia e reperfusdo pulmonar.
Métodos: ratos Wistar machos {pesando entre 350g e 450g) foram divididos em rés
grupos:  sham  operados  (SHAM; animais  sedentérios  submetidos &
isquemig-reperfusdo  (IRFSD} e animais  treinados  submetidos &
isquemia-reperfusfio (IRMTR). Animals treinados foram submetdos @ um programa
de oito sermanas de reinamento em corrida, com sesshes de B0min por dia, cinco
dias por semana. Os ratos foram anestesiados e ventilados artficiaimente. Apds &
inracotomia, @ arléna pulmonar esquerda, o bronguic principal esquerdo e & yela
pulmonar esquerda foram clampeados, mantendo o pulmdo inflado parciaiments par
90 minutos. O clampe foi entdo removido e os pulmoes voltaram a vertilar, e foram
reperfundidos por duas horas, A circulacao pulmonar foi perfundida afraves do onco
arterial pulmonar com soluclio salina. 0 axtravasamento de proteina ;}Zasmama fol

adids através do acumulo de albuming sérica marcada Com % em ambos 08
puimdes, enguanto que a infiltracéo neurofilica fol medida airavés da atividade de
mielopercxdase  (MPQO). Resultados: Apos oito semanas de freinamento em
corrida, 0 peso corpbreo foi significativamente meror em 15% no grupo treinado
comparado com © do grupo sedentdrio (p<0,05). A contagem de colulas
mononucieares e polimorforuciearss em ratos troinados  nfio  se  allera
significativamente guando comparada & dos ratos sedentarios. A IRP causou
acentuado aumento (p< 3,05 na permeabilidade vascular & na atividade da
misloperoxidase do pulmao direifo dos animais sedentdrios. O precondicionamento
fisico dos animais atenuou significativamente (p< 005} a slevacio da permeabilidade
vascular, sem afetar o influxo neulrofiico. O protocolo de isquernia e reperfusao
também resultou em niveis elevados de IL-1 B e TNF-u no grupo sedentdrio, e foram
revertidos pelo programa de treinamento em corrida, (s niveis séricos de §-10

ndo foram alterados nos wés grupos. Conclusfies. Os dados deste estudo

Rasumoe
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maostram que o precondicionamento fisico atenua a elevagdo da permeabilidade

vascular, mas ndo o influxoe neulrofilico induzido pela isquemiayeperfusa
Estes dados sugerem que o freinamento fisico age no componente vascular mas néo
no celular da resposta inflamatbria, deste modelo, protegende contra a lesao

pulmonar causada pela isquemia-reperfusao.
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Objective: The purpose of this study was to evaluate the effects of exercise
training on the irflammiatory response (vascular g:};emeabi%ii:y and neutrophill influx) after
jung ischemia-reperfssion in rats. Considering that exercise Eréiﬁimg have protective
properties in certain cardiovasoular disease, we hypothesized that animals urdergoing
exercise physical training would be protective against direct lung ischemia-
reperfusion injury. Methods: Male Wistar rats (weighing 350 and 450g) were divided
into tres groups: Sham operated (SHAM), sedentary arimals submitled fo
ischemia-reperfusion (JR/SD) and trained animals submited o ischermia-reperfusion
(IRITR). Trained animais underwent 8 weeks of run training program in sessions of 60

minfday, 5 dayshweek. Rats were anesthetized and artificially ventilated. After
thoracotomy, the left pulmonary artery, bronchus and pulmeonary vein were
secluded, maintaining the lung in a partiatly inflated state for 90min. The clamp was
then removed. and lungs were alowed to ventiiate and reperfuse for 2h The
pulmonary circulation was flushed through the main pulmonary artery with salin
solution. Protein plasma sxtravasation was measured a8 acoumdation of human seum
albumin labeled with 1'% in the botht lung tissues, whereas neutrophil infiliration was
measured as the myeloperoxidase (MPO) activity. Results: After 8 weeks of run
training, the body weight was significantly 15% lower in trained groups compared with
the sedentary group (p<0.08). Counts of mononuciear and polymorphomnuclear cells
in trained rats did not significantly changed compared wilh sedertary rats, The lung
ischemia-reperfusion caused a marked increase {p<(.05) in vascular permeability
and MPO activity in the right lung of sedentary animals. The physical precondiioning
of the animals significartly attenuated (p<0.05) the increased vascudar permeability,
without affecting the neutrophil influx. The ischemia-reperfusion protocols also
coculted in increased levels of serum HL-15 and TNF-a in sedentary group, and that
was reversed by run training program. The serum levels [L-10 were not altered in
all groups. Conclusions: Qur data show that physical precondiioning attenuate the
increased vascular permeability but not the neutrophil influx induced by rat lung
ischemia-reperfusion. This data suggests thal physical fraining act in the vascular
{but not in the ceflular) component of the inflammatory response 1o protect against
the injury caused by lung ischemia-reperfusion,
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1.1~ Consideragbes gerais

A interrupedo do fornecimento de sangue e oxagénio para os tecidos do
organismo desencadeia uma série de eventos fisiopalologices atualmente bern

raracterizados.

Os efeitos ds Isquemia na célula sdc ha muito tempoe conhecidos. O
principal meio de minimizar a lesfio causada por isquernia consiste em restabelecer o

fluxe sangiineo interrompido.

Contudo, parte da lesdo pds-isquémica decorre da reperfusdo, o que pode
ampliar & lesdo iniciada na isquemia e até mesmo precipitar a morte celular e
necrose, caracterizando a lesdio de reperfusédo ou também chamada les8o de
isquemia-reperfusio (McCord, 1985).

Embora as ariimias de reperfusfo do miocardio isgudmico tivessem
sido descritas desde 1935 por "Tennant & Wiggers, foram Hearse et al. (1973), os
primeiros & infroduzir © termo leséo de reperfus@io, ao demonstrarem a ibaracio de
enzimas intracelulares na reperfuséo do miocardio isquémico {Das, 1804).

O evento de isquemia e reperfusio de determinado Orgdo ou sistema
constitui avento fisiopatolbgico comum a numerosas doencas da pratica dinica
didgria. S0 exemplos a doenca coronariana, as tromboses arlerials, 0s acidentes
vasculares cerebrals, as embolias pulmonar e de extremidades. Mais recentemente, os
transplantes de OrgBos como rim, coragdo, figade e pulmao isoladamenie
constituem  também  exemplos  de  procedimentos  que  envolvem &

isquemia-reperfuso de drgos.

Uma siluacio mais complexa ocorre guando se fida com &
isquemia-reperfusdo, ndo de um Orgdo isolado, mas de varios Org8os ao mMesmo
tempo, como peomem nos estados de choque de qualquer etivlogia, nas CUrgIas com
uizacgio de crodacio exracorpdrea {CEC) ou que envolvam pincamenio e

" Tennant R, Wiggers, C, 1833 apud Das DK Cellular, blochemicsl and muolecoiar aspects of reparfusion.
introduction. Ans N Y Acad Sei 1884, 723128

frocugds
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despincamento arterial da aorta. Em todas as circunstancias néo apenas ocome o
deno do érgdo-aivo, como também aleragbes a disténcia ou denominadas

raemotas.

A isquemia e reperfuséio pulmonar podam ocorrer em muilas situacbes que
envoivem a cirurgia pulmonar, associada ou n8o com a circulacio exiracorporea.

Todas as manifestacies sistémicas decorrentes da isguemia ¢ reperfusao
s&0 amparadas pelc comprometimento global da microcirculagdo, © gue pode
neasionar a8 Sindrome do Desconforto Respiratdrio do Adullo e a Faléncia de
Multipios Orgéos e Sistemas, com elevado indice de morbidade, que apesar dos
avancos tecnoldgicos das terapias de suporte podem superar 50% de moralidade
{Brun-Buisson, 2000}

Estudos clinicos e experimentals 8m sido realizados a fim de
demonstrar estratégias para 0 tratamento e prevenco da lesiic causada pela
isquemia e reperfuséo pulmonar (IRP} (Eppinger et al., 1885; Fiser et al, 2001ab;
Krishnadasan et al, 2003, Tagawa et al, 2003, #o et al, 2004
Krishnadasan st al., 2004; Maxey et al., 2004}

Pode-se tentar inibir a les8o tecidual na injlria de isquemia e reperfusdo
de véarias maneiras, dentre elas controlando a resposta inflamatdria. O melhor
sonhecimento dos mediadores inflamatorios tem side motivo de muitos estudos,
com ¢ intuito de modular a resposta inflamatdria no retamento de padientes em
estados patoldgicos agudos e ordnicos (Khimenko et al, 1998, Brun-Buisson,
2008 ?iser gt al., 2001ab; Krishnadasan et al 2003; Krishnadasan et al., 2004
Eathie e Moochhala, 2004, Maxey et al., 2004}

No entanto, as repercussdes iocals ¢ remotas deste processo estdo
intercorrelacionadas em um complexe e sull conjunto de agenies wd e
antiinflamatrios, a fim de marter a homeostase fisica,

O exercicio fisico dindmico regular & considerade uma maneira
fisioldgica de modulagiio do processo inflamatdrio, serdo medida efeliva na
prevencdo e controle de muitas doencas cronico-degenerativas & neoplasicas, ©
que o torma um importante adjuvante no controle da inflamac8o crénica de baixo

infroducdo
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grau, conceito introduzido para designar condicBes em que as principais cilocinas
inflamatérias estdo significativamente elevadas (Ostrowski et al, 1984, 2000
Maiorana et al., 2003; Lennon et al., 2004; Petersen e Padersen, 2005],

Com a finglidade de implementar uma linha de pesquisa nesla drea fol
desenvolvido na Disciping de Cirurgia Toradca, em conjunto com o Departamento de
Farmacclogia da Universidade Esfedusl de Campinas {Unicamp) um modelo
experimental em ratos submetidos a treinamento fisico regular por oito semanas, e,
quando operados, Provocou-se isquemia e reperfusdio pulmonar, seguida da
avaliacdo das possivels alteracbes nas resposias iflamaidnas locais ¢ sistémicas

naste modelo,

4.9. Sindrome do desconforto respiratorio ggmﬁé

A sindrome da anglstia respiratdria do adulto (SARA] foi primeiramente
descrita em 1987 por Ashbaugh e colsboradores, em um grupo bastanie
heterogéneo de doentes. Estes autores descreveram urma siérie de individuos que
estavam taguidispnéicos, com hipoxia refrataria, redugdo da complacéncia
pulmonar ¢ infiltrade alveolar difuso no radiograma de torax, sendo o primeiro &

ceconhecer uma série de insultos que poderiam constitulr esta sindrome,

A SARA é descrita como uma sindrome de inflamagéo com aumento da
permeabiiidade alvéolo-capilar e O termo lesdo pulmonar aguda (LPA) é ulilizado para
definir a cortinua resposta patoldgica da leséo do parénguima pulmonar. A
definiciio de SARA tem sido modificada e tormou-se menos laboratorial & mais
cliica. Em ’%Q@ﬁi,' the American-European Consensus Conference Committes
propds © termo sindrome da anglstia respiratdria aguda, uma vez que psia

sindrome ndo é fimitada ao adulto (Bernard et al., 1984).

SARA como uma forma severa de LPA, constituindde uma

Define-se
sindrome  de inflamacdo pulmonar aguda, que resulta em  aumenito da
permeabilidade do endotélio capilar,

infroducio
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As diferentes etivlogias da SARA s8o caracierizadas por uma rasposta
inflamatona localizada em diferertes drg8os, em que o8 mediadores inflamatonios séo
liberados na circulacéo. A severidade do atague da SARA parsce ser determinado
pela magnitude da resposta inflamatdnia sistémica (SRIS). Em termos gerais, a SRIS
é uma resposta integralmente normal a uéna determinada injdra, € a sepse, por
exemplo, sena defirgda como uma SRIS em gue existe um foco identificavel de
infeccao (Bathia e Moochhala, 2004).

A SARA pode estar associada a varias desordens olinicas, gue devem
ser divididas em lesdes direlas no pulméo e aquelas que indiretamente lesam o
pulméo, decorrente de processos sistémicos. Entre as causas indiretas incluem-se
sepse, choque, trauma exiratoracico severp, fraturas mditiplas e poliransfusfes,

arire oulras,

Entre as causas diretas podem-se citar aspiracio, pneumonia, contusio
pulmonar, inalagho thdca, tromboembolismo pulmonar, procedimentos utilizando
circulacdo extracorpdres, ressecsdes pulmonares com clampeamento da artéria

pulmonar ¢ a lesdo causada pela isquemia ¢ reperfusio no ransplante pulmonar.

A ativacho leucooitaria sistémica (mediada por citocinas) € uma
manifestacio direta da resposta inflamatéria generalizada e, quando excessiva,
pode levar & faléncia miltipla de drgdos como consegliéncia de uma exagerada |
resposta a2 SRIS. Os leucdoitos tormmam-se ativados na droulacio e alguns se alojam
dentro da microcirculacdo pumonar, Nesta condicho, leucdcitos migram para ©
intersticio pulmonar & aumentam a penmesbilidade endotelial, fevando ao edema
tissular. Os leucdcitos nos pulmbes respondem e contribuem para © pProcessoe
inftamatorio na SARA (Weinacker e Vaszar, 2001; Tasaka et al., 2002).

1.3~ isquemia ¢ reperfusio

A palavra sguemnia & de origem grega ischeim (supressdio) e haima
{sangue).
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O suprimento de oxigénio as células e tecidos & falor cantral na manutencao
das fungdes e integridade tecidual.

A isquemia é a interrupgdo do fomecimento de sangue e oxXigénio para
os tecidos do organismo, desencadeando uma série de eventos fisiopatoldgicos bem
caracterizados. Os efeitos da isqueria na célula sfio ha muito ternpo conhedidos. O
evento isquemiateperfusdo, entretanto, nao & totalmente dependente do periodo de
isquemia. Esses eventos ocorrem de forma seqUencial caracierizam-5a poy
disfungbes da membrana plasmatica, influxo infracelular de céicio e sodio, ativaggo de

acies bioquimicas com depleco dos estoques de Frifosialo de adenosina (ATP),

profeases e alieragbes morfologicas nas células como © edema celular isquémico.
Caso ndo seia restabelecido o suprimento sangiineo, essas afteracbes podem
tormar-se ireversivels, com conseqlente morte celular e necrose (Scannell, 1986},

A susceptibilidade celular durante o tempo de isquemia varia entre Orgaos,
2. em um mesmo 6rgdo, entre céiulas. As causas para essas diferencas ainda n&o
forarn bem estabelecidas. O restabelecimento da perfusio apds um periodo
isquémico, 8 reperfusdo, constitul a Unica medida capaz de reverter 8sse processo.
Entretanto, a reperfusdo pode, em determinadas situagles, ampliar 8 leséo

iniciada na isque iz e até mesmo precipitar a morte celular, caratterizando a
leséo de reperfuss: u também chamada de lesio pos-isquemica, ou aginda, lesdo

de isquemia-reperfusio (McCord, 1985).

A importdncia de estudar-se a lesao de isguemia-reperfuséo com o enfoque

sistémico decorre de que ela estd, em geral, associada a um comprometimento
| global da microcircutagiio & esta, por sua vez, esta envolvida nas fisippatologias da
Disfuncio de Mdltiplos Orgdios ¢ Sistemas (DMOS) e da Sindrome do Descorforto
Respirattrio Agudo (SDRA) {Cipolle et al ,1883). Essas duas situacies clinicas
tam elevados indices de morbidade & mortalidade, apesar dos grandes avangos
tecnoltgicos nas terapias de suporte nos Uitimos anos. A les&o por isguemia e
reperfusdo tem uma elevacho paradoxal no dano tissular durante ¢ periodo de
reperfuséo, quando comparada a diferentes periodos de isquemia (Parks
Granger, 1886).
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1.4~ Isquemia e reperfusdo pulmonar

A lesd0 de isguemia e reperfusio pulmonar (IRP) & associada com um
aumerto da permeabilidade vascular, que se manifesta patologicamente por um
adema pulmonar infiltrado por células irflamatdrias (Mevers et al.,1989).

O multifacetado fendmeno que envolve a IRP  inclul  vérios
componentes, entre eles macrdfagos alveclares, células endotelials, ativacdo de
neutrdfilos, radicais livres, sisterna xantine-oxidase, adesfio leucocitéria, cascata do
compiemento & uma rigueza de citocinas como TNF-g, interleucing 1 8, interleucing
g, interleucina 8, interleucing 10, entre outras {de Perrot et al | 2003).

Comumsnte, a isguemia e reperfusdo comesponderm & andxiareoxigenacan
nos Orgéos fransplantados. Contudo, os pulmdes s80 considerados diferentes,
pois contdm oxigénio nos alvéolos durante a preservacho isquémica. O oxigénio
alveolar ajuda a manter o metabolismo aerdbico, prevenindo a andxia. Por isso,
nos pulmbes, © estresse oxidativo resultante da isguemia deve ser distinguido
daguels resullante da hiptxia de outros drgdos (Fisher et al | 1891; Eckenhoff st &t
1992; Date st a1, 1993)

1.4.1- Em relacdo ao endotélio pulmonar

As ceélulas endoteliais dos vasos pulmonares sfc do tipo continua
(nao- fenestrada) Sio orentadas no exo adal dos vasocs, provavelmente oomo
resuftado de vetores fongitudinais gerados pelas forcas de estiamento do fuo
sanglinec. O conceito de que a céiula endotelial funciona como uma simples
barreira a permeabilicdade de jons ou oulras moldéculas modificou-se nos dltimoes
20 anos. A descoberia de gue o endoldlio produz wn grande ndmero de
substancias guimicas que regulam ativamente o Bnus e a dindmica vascular
contribui para 1sso, pois tanto & isquemia quanto a reperfusdo causam disfuncao
da célula endotelial. Esta disfuncfo caracieriza-se pela perda do controle do tBnus
vascular @ a0 mesmo tempo favorece o surgimento de fatores que promovem a
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(Lefer @ Lefer, 1993; Kurose e Granger, 1994).

A célula endotelial exerce controle do Bnus vasomotor siravés da produgao
halsnceada de véras substincias vasoativas Denfre as substancias produzidas pelo
ciclina, o 6xido nilicn (NO), as endolelinas e o tromboxanc

sndotélio, a prosia
merecem comentdrios. As duas primeiras t8m agdo vasodilatadora enquanto as
duas Ulimas sdo vasoconstrictoras, Flas sfo produzidas continuaments pela célula
andotelial em resposta a vérios estimulos mecanicos ou hioouimicos, e alteram o
nus vascular de modo a ajustar o fuxe sanguineo 4 demanda metabdlica dos
tecidos. Isto ccore tanto em situagbes fisiclégicas como no exercicio fisioo &
também em situactes patoldgicas, como na reperfuséo (Maier e Bulger, 1996a).

O endotélio parece ser uma das fonles preiﬁmmmms de oddaries durante
i ancotelinls 880

pernia pulmonar no-hipoxica (Al B

nente sensivels as forcas fisicas resultantes da variacio do fuxo sanglines & sa&o
rarwlormar estas forgas rECar Sneos B b@quimms
{m@mn&iramdugéa} (Laname&n ?@8@} A auséncia do mmgmmm& Mecanico do

A, célula endotelial pulmonar constitui-se a fonte & o alvo principal para
os radicais livres formados ne reperfusBo, sofrendo uma serie de alleracles

bioouimicas e morfologicas. Estas alteracbes propiciam a interagso da célula
encotelial com leucdaitos
furidamental para a disfungiio microvascular (Orfanos et al 2004},

polimorfonuclearss e plaguetes, componda o slemento

As alteragtes da microgirculaciio comprometem progressivarmente a fungao
das células parenquimatosas adjacentes, podendo ocasionar a disfungao do Grofo em
questdo. As disfungbes
microvascular. A atividade da enzima misloperoxidase (MPQ) dos neutrdfilos tem

seram tanto maEis intenses guanto maior o grau de lesdo

sido usada como indicador da presenca dessas células. £ observado um aumento
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de cinco @ sele veres na alividade da MPO durante 8 isguemia, seguido de um
aumerto de 18 vezes na reperfusio. Tanto o fratamento com superdxido dismutase
{varredor de radicais (), alopurinol ou deferroxaming - um quelante de ferro -
astenuaram o aumento de atividade da MPO (Zimmerman et al,18%90). Esses

resultados levaram & hipétese de que as espécies tOxicas reativas do oxigénio
ERTO derivadas da cascata da xantina-oxidase, produzidas especialimente pela célula
endotelinl, Lberariam med%adﬂrés inflamatérios e quimiotaticos, promovendo s
ativacdo e a infiliragdo de neutrdfilos. Diversos fatores favorecem a ades8o, a
infiltrac8o e a migracio de leucdcitos ao tecido pds-isqudmico, como & inbigdo de
Suido nitrico (NO), a liberacdo de quimiotdticos como os leunotrienos (LT84}, o fador
ativador plaguetério e componentes do sistema complemento (Cha) & g ndugao
de moléculzs de adesdo na superficie da céluls erdotelial ¢ és}s neuirdfiios. A
figura 1 Hustra os principsis mecanismos de lesio endoteligl e tecidusl por

isquemia-reperfusio e realca a partivipagdo dos radicais livres.

s S

Kartina o Lirate

Figura 1- Mecanismos da lesfo pos-isquémica e fontes de ERTO. (Modificado de
Rangan e Bulkley, 1893).
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A disfuncéo da microcirculago por lesio de isquemia-reperfusdo pode
apresentar-se de diferentes maneiras em diferentes Orgfos. 08 mecanismos
propostos para explicar esses fenbmenos decorrem tanto da isquemia guanio da
reperfusdo. Eles incluem fatores que favorecem tanto & obstrucdo vascular guanic
a vasooonstrigBo, ambas levando ao comprometimento da perfusfio tecidual. S&o
fatores envolvidos na obstrucdo vascular-a trombose nos microvasos, a leucostase
capilar, 0 edema da célula endotelial, a hemoooncentraco infravascuiar com aumento
da viscosidade sangiinea e o edema intersticial causande comprasséo de origem
extravascular. Os rés Gitimos tam sido implicados em estudes recentes como 08
prncipeis responsdvels pela  deterioragao de perfusBo capllar pos-isguemica
{(Menger, 1995},

Cerca de 90% do sistema vascular do organismo é composto peda
ricrocirculacie (Weir et al, 1896} E razodvel supor que, nos estados de chogue,
econsiderando-o como evento associado & isquemiaTeperfuso de oo o organismo,
oCOTa  UImR cﬁisﬁm{;éﬁm global da microcirculagéo secundariamente 8 18880
endotelisl pulmonar. A administragio de superoxido dismutase aboliu esse afeifo,
sugerindo que os radicals superdxido tém um papel relevante na disfungdo
endotelial. A disfungio generalizada da microcirculacio a partir de lesfo endotelial
parene exercer um papei cenfral na patogenia da Disfuncao de Maliiplos Orgéios e
Sistemnas, que se segue aos quadros de choque {Hagiund e Gerdin, 1881, Heard e
Fink,1991). |

Tanic 2 les3o sndotelial quanto as slteracfes da microcirculagio mediadas
pelas ERTO podem afetar a utiizaglo de oxigénio dos teridos. A lesdo endotelal
eabilidade capilar levando ao edema intersticial. O edema
dificulta a ullizacio de oxigénio por aumento da distancia entre a mitochndria e o

determing aumeanto da pem

capitar. Simultaneamente ocorre aumenio de pressdo nos tecidos com compresséo de
vasos linfaticos e vénulas pds-capilares, fatores que terdem a aumeniar o adema
intersticial. Tais fatores somados determinam a sindrome de aumento da
permeabilidade capilar (capiary leak syndrome) (Schumacker e Sansel, 1989}
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A diminuicBo do fluxo sanglineo capilar na reperfusio, seja devido a
vasoconstricBo ou & obstrugdo por adesBo de leucooitos ou & agregacdo
plaguetaria, leva a ma perfusio %ﬁcéduéﬂ, gue somada aos edemas endolsiial e
fissular agrava a ulilizacdo de oxigénio pelas células. Estes mecanismos $20
considerados responsaveis, em parle, pela disfuncdo de multiplos Grgdos
secundaria a iesdo de isquemia-reperfusio (Cipolle et gl 1883).

Na lesao pos-isquémica ocorre um desequilibrio do sistema de controle do
Onus vascular em favor da vasoconstricBo. Isto acontece alravés da liberagéo de
endoteling (Tommessen et al., 1993) ¢ romboxans &, ae mesmo tempo, da inthicdo do
NG (Engelman et al, 1995) e prostaciclina (Myers et al 1984). As ERTO, em
especial o radical hidroxila, sdo, em parts, responsaveis pela inativacio do NO,

1.4.2- BEm relacio aos radicais livies e 80 esiresse oxddativo

Varios autores @m relstads que existe producdo aumentada de ERTO em
diversas doencas humanas, entre slas diabete melito, cancer, acidents vascular
cerebral, infarto do méz:ecés*{iia, aterosclerose, sindrome de isquemia-reperfusdo,
SARA, artrite reumatdide e no proprio envethecimento (MHaliwell et al., 1892 Ashraf
e Zhai, 1995 Frederiks & al, 1995 Garcia-Veldecasas ot azl, 1995
redsson et &l 1985

As especies reativas (Oxicas do oxigénio (ERTO), ou radicals Hvres, sdo
atomos, fons ou moléculas que possuem um ou mais elélrons ndo pareados em
sua arbila exderna, 0 que os tornam substancias extremamente instéveis do ponto
de vista quimico, sempre tendendo a acoplar este elétron ndo pareado com outro
presenie em estruluras proximas de sua formacdo, comportando-se ora como
oxidantes (dogdores de eléfrons) ora como redulores {receplores de elérons)

nardly, 1989, Halliwedl, 1991; Chesseman e Slater, 1886).

Mutas vezes & preferivel o termo espécie reativa & radical livre, pois
aigumas destas substéncias nfio possuem slélrons impares nao pareados; todavia,
sua capacidade oxidante permite dassificd-las como espécies reativas do oxigénio
{Martinez-Cayuela, 1885).
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Assim sendo, o termo radical tivee ndo é ideal para designar 03 agenies
reativos patngénicos derivados do oxigénio, pois a?guf‘ss deles ndo apresentam
elétrons desemparethados em sua Glfima camada orbital. Cémc arm sua rmaloria
sfo derivados do metabolismo de O, no decorrer deste iexio serg uliizado
também o termo “espécies reativas toxicas do oxigémo’ (ERTO) para referirse a
elos (Bast et al., 1991, Ferreira ¢ Matsubara, 19873

A presenca de um eldfron ndo pareado & comvencionalmente representada
por um ponto na frmula R {Ferreira e Matsubara, 1997). Caso um radica! bvre
resja com uma molécula ndo radical, esla passa a ser Um Novo raclical livie. Ao
conteério, se dois radicals fivres reagem, ambos dao lugar a gEpécies quUIMICas nao
racicais. FEsta propriedade quimica possibilita aos radicais fvres participar de
mithares de reacdes quimicas em seqiéncia (McCord, 1U85).

Dentre os radicais vres destacam-se o atomo de hidrogénio, © ion
ferro, o fon cobre e a molécula de oxigénio {02}, principal represerntants desta
classe. Ao mesmo lempo osorre a produclo de ERTO por auto-oxidacéo de
pequenas moléculas e por atvidade de certas enzimas, principalmente
neutrofiicas, macrofagicas @ monociticas que tem papel fundamenrtal na atividade
bactericida (Parke e Sapota, 1996). Quando este equilibno fisivlogice & rompido, &
producso excessiva de espécies de oxigénio pode levar a0 dano tissular.

Dois importantss mecanismos levam & produgae de sspacies reativas
do oxigério. Uma resulta do actmulo de hipoxanting e da conversdo da enzima
yantina-desidrogenase para xanting-oxidase durante a andxia, com degradacéo da
hipoxanting para superdxido apos a reoxigenagdo. O outio mecanismo depende do
sistema de oxidacio NADPH, gue estd presente principaimente na superficie da
membrana de neutdfilos, mondciios e macrdfagos que calalisam @ reducdo de
oxigénio para perdxido de hidrogénio e anion superdxido. A xantina desidrogenase,
erzima existente em diversos 6rgéos como intesting, pulméio, figado e coragdo, €
importante fonte endogena de hidroxiia {{}Hw}. Acredita-se que ssta enzima regule

a fagocitose no sistema reticulo-endotelial (Kelly, 2000).
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(Os radicals wes formados a partir do oxigénio molecular 580 responsaveis
por muitos dos efeitos bicldgicos dos radicais. Sob condigbes nomals, © oxigénio
molecular @ submetido - na mitocedndria, por agéo da dlocrome-oxidase - & uma
reducac tetravalente, com quatro eletrons formando duas moléculas de agua;

O+ 4o+ 4H — 2H0

Porem, sus reduco incomplets origing diversas espécies realivas
{Fridovich, 1970, Wems e Lucches:, 1350).

Contudo, o oxigénio apresenta uma tendéncia a aceitar um slétron de
cadsg vez, formando trés espécies oxidantes, que 830 o superdxido, ¢ perdxido de
hidrogénio & ¢ radical hidroxila (Kurose e Granger, 1984}, A reducdo univalente do

oxagénio forma o radical superdxido:
O e Oy

0 radical superdxido, por sua, vez sofre dismutacio espontanea ou por
acao da enzima superdxido dismutase (SQD), presents normalmeants nas céluiag,

formando o perdxddo de hidrog8mo:
20592H e HaDyw O

Esta reagdo é bastante répida, de tal forma que a producdo de superdxido
i vivo geraimente € acompanhads da producio de perdxido de hidrogénio.

0 estresse odidstivo & caracierizado pels formaclio de espécies
oxigério-reativas como dnion superddo, perdxido de hidrogénio, radical hidroxila.
Eatas meleculas, em particular o radical hidroxila, s8o allamenis instéveis,

A geragao de especies reativas do oxigénio segque uma verdadeira reagdo
em cadeig, onde substancias menos Oxicas, como o anion superdddo, vao
formando especies mais lesivas, como 0s radicais hidroxila e jon hipocloroso,
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As ERTO tormam ligaches covalentes irreversivels com uma série de
 estruturas celulares, entre elas os liplkdeos, acidos mucléicos e polissacarideos.
Particularmente, a ligacdo com lipideos insaturados leva a um processo tie
peroxidagho, com posterior aterag@o de permeabilidade das membranas € perda de
funcdo (Zima et al., 1988). Os acidos nuciéicos tem suas bases nirogenadas
modificadas, possibilitando o fendmeno de mutagbes génicas {Goligorsky et al,
14992} e os polissacaridecs, at reagirem com ERTO, sofrem despolimerizacio e
consequente perda de fungdo (Zima al., 1896). Por Gitimo, & preciso citar 8s ergimas
intracelulares que sdo inativadas, seja por despolimerizacio ou desnaturacio. Isto
explica porgue as ERTO estao envolvidas na fisiopatologia de diversas doengas
inflamatorias, infecciosas e neopldsicas nos mais  variados  sistemas
organicos - respiratdrio,  cardiovascular, gasirintestinal e cerebral
(Cochrane et al., 1983; Det Sodato el al, 1985 Berrier et 1986, Klausner et &,
1080, Bayati of al, 1990, Lykens et al, 1892 Moz et al, 1994 Ashraf & Zha, 1985
Ccuelle et @l 1995 Frederks et al, 1995 GarcibValdecasas ef &l 1893
Orexisson et al, 19951

As espécies reativas do  oxigénio podem ter  origem
exdgena - tabagismo, luz solar, drogas - Ou endogena, que € a mais
representativa. Diversas s@o as fortes endagenas de espécies reativas como a
catleia respiratéria mitocondrial, reticulo endoplasmatico, membrana plasmatica e

células fagocitérias, entre putras {(Werns, 1890).

Cerca de 99% do oxigénio corpbrep é metabolizado em agua e
trifostato de adenosina (ATP) pela cifocromo-oxidase existente na cadeia de fransporte
de elétrons das mitocdndrias. Menos de 2% deste oxigénio sofre redugso univalente,
gerando espécies gltamente reativas como O pardxido de hidrogénio (Ho0s), ©
anion superdxido (Og) e o radical hidroxila (OH) (Haliwell e Gutteridge, 1984, Pryor,
1986 Martinez-Cayuela, 1995). Normalmente estas substancias 580 rensdralizadas
por antioxidantes endbgenos, porém em cerias ooasifes, particulammente em
sitpaches de isquemia tecidual, ocorre limitagdo na reducdo de Op a HU pela
citnoromo oxidase (MoCord, 1285),
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Ermbora o superéxdido e o perdxido de hidrogénio possam causar dano
celular diretn, s8o oxidantes fracos. Confudo, sles servem de substrato para &
formacéo do mais reativo e lesivo dos radicais livres, © raciicéﬁ hidroxila (OH). Islo
se d4 pela reacdo de Harber-Weiss, que pode ser catalisada pelo ferro ou pelo
cobre in vivo. O radical hidroxila é extremamente reative & particularmente
citotéxicn, reagindo com qualguer componente celular que esteja proximo 80 local
onde & formado {(Zimmerman ¢ Granger, 1994, Ferreira e Matsubara, 1887}

Os acidos graxoes insaturados existentes nas membranas plasmaticas,
assim como 08 aminpdcidos oxiddvels, s80 susceptivels ao dano celular causado
pedas ERTO (Freeman & Crapo, 1982). Os componentes lipidicos da membrana
celular 80 gersimente as primeiras macromoldculas expostas 8 acdo dos radicals
ivres, injciando o processo da peroxidecdo lipidica (Schiller et al, 1943) A
peroxidacdo lpidica destes scidos graxos produz o malondialdeido (MDA}, um
indicador de agressdo tissular, assim como 0s metais de transico existentss
nestas membwanas podem cafalisar 2 conwversio de Helk ¢ O em oxidanies mais
polentes (Valerzuela, 1881). Além de ser, por st 86, um inticador de peroxidagdo
lipidica, o MDA parece causar polimerizacio dos componentes das membranas
celulares, bem como reagir com bases nitrpgenadas, alerando a seqléncia da
motecula de DNA (Martinez-Cavuela, 1885),

s acidos graxos poliinsaturados séo constituintes da menmbrana gue
sofre dirstamenis a peroxidacdo. isto acarreta alieracles de permeabilidade e
fluidez da membrana plasmatica, com aventual lise da célila, Além disso, pode
haver ativaclo da cascata do acido aragquiddnico com formagio de mediadores
inflamatdrios. Isio ocorre quands um radical vre, como o anion OH 7, seqiestra
um Aatome de hidrogénio (H') de molécula de acido araquiddnico, levando &
formacio de radicais lipidicos como o8 hidroperdxidos Hipidicos (LOOH) & dienos
corjugados. Essas moléculas iniciam uma reacio em cadela decompondo-se em
racicais peroxil e oubros compostos, incluindo alquenais, hidroxisiquenais e
matondialdeido (MDA), tambsém siftamente reativos, reagindo com oulras molaculas

vizinhas e perpetuando © processo de peroxidacio lipidica. Dessa forma, a
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lipldica. Os matodos usad _
diretas ou indiretas de compostos derivados, como os hidroperdxidos lipidicos,
dienos conjugados e outros aldeidos, além do MDA {Valenzuela, 1991}

e do dxido nitricn (NO), gue € um polente
agregaciio plaquetdria e inibidor da aderéncia de neutrofitos. O NG em contato

com o Oy origing o peroxiniinto {ONOOU™, espécie sitaments toxica (Bames e
Relvisi, 1993; Gaston e al., 1994; Zapol el al., 1954,

Ciutras fontes enddgenas de espécies reativas de oxigénio sfio as
células  inflamatonias, particdlarmente os  neurdfilos  polimorfonucleares e
rofagos (Martinez-Cayuela, 1985). Ao serem requisitadas para realizar &
fagocitose eslas células tomam-se stivadas, isic &, ocorre um aumento do
motabolismo  oxidative celdar, conheoido o

geracio de OF e H0, entre oufras substncias oxidativas. Este processo e

wnio  explosiio respiralGra, com

eonmrente de reagies que envolvem a NADPH-oxidase, una enzima localizada

na superficie externa da membrana plasmatica (Biake et al., 1987).

acho de ERTO. A fim de manter a home

defeca antioddante celular (Colgreave ot al, 1988; Cadenas, 198
1991 Haliwell ot i, 1992, Homans et al., 1982, Rahman e MacNes, 2000,

S Baron et al,




O3 mecanismos incluem desde enzimas que reagem diretamente com
o8 radicals vras ot slomentos estrulurals celulares, como a mitocdndnia e © peroXissomo,
capazes de compartimentalizar agenfés oidantes como o ferro, snvolvidos na
formacio do radical hidroxila. 580 rés as enzimas com acdo especifica antioddante: &
supsréado dismutase (SOD), a catalase e a glutationa redutase-peroxidase.

A SOD previne ¢ scumuio de superdxido & a catalase reduz o perdyido
de hidrogénio, ambas, portanto, prevenindo a formagdo de radical hidroxila pela

reacao de Harber-Weiss.

A ghitationa peroxidase exerce a mesma acio que a catalase, ulilizando a
glutationa reduzida [GSH) como doadora de hidrognio. Os sistemas GSH e
GSH-peroxidase promover a reducio de hidropardxidos a compostos hidrox, inbindo
dessa forma a propagacio da perovidacdo lipidica). Em situacdes fisiologicas ha
um equitibrio delicado entre a formacdo de ERTO & os mecanismos enddgenos
antioxidanties {Schiller of al., 1983, Moslen e Smith,1985).

tsta situacdo em que a geracdo de ERTO suplania a defesa antioxddante &
conhacida comp estresse oxidativo {(Dasgupta et al, 1997 Este estresse oxidativo &,
por conseguinte, 0 aumerdo na producdo de ERTO, pode levar a alteragdes
profundas O metaholismo celular, Incluinde desaranio estrubtral na moldcula de DNA
aumento no contelido cilossdlico de €&, perda na capacidade de fransporte idnico
ransmembrana e peroddacgio lpidica de acdos graxos polinsalurados  das
membranas celulares, com alteraco da pemeabilidade da membrana & perds da
integridade celular {Del Maestro et al, 1880, Myslop et al, 1988, Imiay e Linn, 1888).

2 eslresse oxidalivo coome quando os mecanismos de defesa antioxidantes
nac sao capazes de neulralizar a formacdo das ERTO. Isto pode ocorrer devido a0
excesse de producio de radicals, & diminuicdo das defesas antioxidantes ou ainda a
ambos simultaneaments, como na lesdo de reperfusdo. Durante a isquemia, a
hiptxia promove uma diminuicio dos niveis de ghutationa, pois a mesma requer
ricotinamida dinudeotideo fosfato (NADP) para sua reconstituicdo (Waxman, 13906).
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A lesdo celular produzida pela peroxidacéo lipidica pode variar desde ©
aumento da permeabilidade até a fise da célula. A geragio de ERTO irtraceilar termn
astado presente na maloria das células parenquimaltosas pulmonares, incluinde celulas
endoteliais, oélulas epitelisis alveolares tipo I, células claras, celulas do epitélic adreo

ciliado, como também nos macrdfagos alveolares (Al Mehdi et al., 19971

O trabatho de Granger et al, 1986, demonstrou que © maior dano
celular ocorre na fase de reperfusBo, onde o8 radicais livies de oxigénio sho

formados em grande parte e responsavels pela lesac pls-isquémica.
s Prevencido da formaciio e isolamento das espécies ja formadas

Como a producéo de espécies reativas de oxigénio & continua, ja que
depende da respirac8o celular, prevenir a sua formacio lormna-se imporianie na
defosa da célula. A diminuico desta formagfio pode CCOMer Nes varios estagios
da sintese de espécies reativas (Halliwell e Gutteridge, 1980).

Uma vez que a presenca de Tons de transiclo como o fero funciona come
cofator para a sintese de espécies reativas (reacles de HaberWeiss e Fenton), fimitar
2 sua biodisponibilidade & estratégia interessante na diminuicio da formago de ERTO.
Substancias como a hemoglobina, ransferrine, lactoferring & ceruloplasmina angiobam
o ferro lvie extracelular, reduzindo sua acdo. A ceruloplasmina catalisa a oxidacan
aés:;g ions ferroso em férrico. O fon ferrico, por sua vez, liga-se & transtemng
dirninuindo a sintese de hidroxdia. Derfro da célula, a ferriina desemper he o principal
papel na prevengio da utilizacio dos fons de transicBio por ligar-se ao ferro. A

pequena porgdo de ferro que ndo se encontra igada a ferritina e, porlarto, esta
disponivel para participar das reagies redox, sofre a acio de enzimas antioddantes
intraceiulares como a catgiase e @ su;:&réﬁcidm dismutase (S0D), que se ligam ao
ferro, impedindo a formacio de hidroxita (Dormandy, 19781

Outra fonte geradora de ferro séo as células lesadas por inflamacao
tepidual, que acabam liberando suas resenvas gadas & ferriting; este ferro, em
estado iGnico, interage com os radicais organicos e anion superdxido berados por
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fagtcitos, catalisando & peroxidacio lipidica e gerando mais OH. Esta coorréneia pode
ser imitada através da agdo da lactoferrina fagocitaria e da fransferrina plasmatics
fHefiner & Repine, 19849,

= Conversio de espécies reativas toxicas em menos lesivas

A presenca de moléculas com a capacidade de transformar espécies
reativas em substancias instivas constitul um dos principais mecanismos de defesa
contra & agress@c Hssular por radicais livres. Este tipo de defesa inciul uma
variedade de compostos, distintos enfre si pelo anel guimico gue desenvolve a
acdo proteiora. Estas substéncias s8o chamadas de varredores celulares,
fomando-se o principal sistema de que as celulas dispdem duranie 0 chamado
gstresse oxidativo. Esle sistema astd presente ianto no compartimenic inira
guanto extraceluiar, funcionando através da eliminacio das substancias toxicas ou
prevenindo sua convers8o. Os varredores antioxidantes podem ser divididos em
categorias, a saber, as enzimas antioxidantes, as substancias lipossoluveis e as

substancias hidrossoldveis (Hennekens et al., 1984},

Ja que as defesas antioxidantes podem agiv de forma sinérgica e,
muilas vezes ndo & possivel determingr qual € a substancia exata que desempenha
gsta aclo de varedura, foma-se imporlante & guenificacdo da capacidade
artiodidante total ou sfalus antioxidante tolal (SAT) de delerminado fluido, valor
gue indica a cepacidade do sisterma em antagonizer © esiresse oxdative. Vérios
componentss agem como artioxidantes para neutralizar as ERTO, compondo esle
sfatus antioxidante. Entre eles o &cido ascérbico, &cido drico, a-tocoferol,
R-carotenc e a atbumina, cujo grupo —-SH (sulfidrila) reage com os radicais peroxil
{Halliwei & Guiteridge 1980, Riemersma et al, 19981, Boosalis ef al. 1896).

Cada uma destas substdncias consideradas antioxidantes possul uma
habilidade propria em neulralizar determinada espécie reativa. Uma deficiéneia de
gualguer um destes componentes causa reducdo no SAT. Portanto, torma-se mais Uil e
economicamenrte rentavel dosar 2 capacidade antioxidarde total ulllizando urm ensaio
Unico do que medir cads uma das substBnoias antioddantes individuaimente
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(Sharpe of al, 1896) Em contrapartida, valores dimirutos do SAT podem indicar
stuaghes em que a lesdo & determinada por aumento na producdo de especies
reativas (Mutholtand e Strain, 1981, Gey et al, 1993}

s Enzimas antioxidantes

As erzimas antioxidantes compBem o principal grupo de varredores
nracelulares. Seu mecanismo de acdo ocorre fundamentalmente siravés da
eliminacdo do anion supertxido e dos hidroperdxidos, que podem oxidar subsiratos
celulares. Dentre as enzimas antioxidantes destacam-se a glutationa, a SO0 es
catalase (Halliwell @ Gutteridge, 1990; Halliwell et al., 18621

O maior sistema de protecéo enddgenc das celulas contra 08 prejutzos
provocadns por substncies oxidanies é o da glutationa reduzidsfoxidada. A glutationa
age sobre 08 hidroperOxidos, 08 produtos da peroxidagio lipidica e us produtos de
reaches catalisadas pela lipoxigenase. Um aumento em sua alividade parece ser um
sinal coracteristioo de adaptaco a0 estresse oxidativo (Belsten e Wight 1985},

A ghutationa peroxidase (GSH-Px) é a enzima responsavel pela reduclo
dos hidroperdxidos. Esta enzima localiza-se preferencialmente no citossol das
células sucaridticas, apesar de menores conceniragbes serem snoontradas nas
mitocdndrias, Possul qualro atomos de selénio, e relativamente resistente a
inativacio pela hidroxila & pslo nion supertxCo & usa ComoD subsirato a ghutakona
recluzida para formar a glutationa oxidada {Pagiia eValentine, 1967).

Outra enzima que pertence a classe de varedores antioxidanies g 0

superdxido dismutase (SOD). Este sisterna enzimatico parece ser especifion para o
anion superdxido, constituindo-se na segunda linha de defesa, apts a participacdo da
glutationa peroxidase contra a agressio dos radicais livies (Belsten e Wéright,
1985).

A catalase & ums hemoproteing que catalisa dismutagso do perdxido de
hidrogénio, Localiza-se preferenciaiments nos  peroxissomos hepdticos  ertrocitarios,
sendo pouco encontrada em células cerebrais, muscylares, pancreaticas ou

sulmonares {Blake et al., 1987).
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& Antioxidanies lipossoliveis

Os principais antioxidantes lipossoldveis s8o a vitamina F e o
B-caroteno. A vitamina E ou « -tocoferol {o-TH) constitui-se na principal defess contra
0 dano oxidativo &s membranas celulares. Sua fungio & converter o anion superdxido,
os radicais hidroxila e os radicais peroxilipidicos em formas menos ativas, através
da doagio de um jon hidrogénio (Burton et al., 1882).

A vitamina E parece exercer, ainda, inibigdio & migrago e quimiotaxia
neutrofiica (DI Mascic et al, 1991). Apesar de amplamente difundida pelo
organismo, a vitamina £ fem atividade prevalentemente sobre a membrana celular,
sendo neficiente sua capacidade de prevenir a peroxidacso lipidica no plasma
{Ingold et &l., 1987).

O B-caroteno € um precursor da vitaming A e atinge altas
concentragbes nas membranas de certos tecidos. Parece ser um varredor especifico
do oxigénio singlet, reaginde diretamente com radicais perdxido (Sey et al, 1893).
Exerce acBo sinérgica juntamente com a vilaminag E; porém, enguanio o
B-carotenc age em baixas pressdes parciais de oxigénie, o a ocoferc! age em
aitas pressdes (D Mascio et al,, 1991).

» Antioxidantes hidrossoliveis

U principal antioxidante hidrossoltvel é a vitamina C, presente tanto no
meio extra quanto intracelular (Mutholland e Strain, 1893). Seu papel é varrer
diretaments os radicais superoxido e hidrovdla, levando & formaciio de um composto
infermedianio que é reduzido pela GSH. Em doses dependentes, a vitamina C

Rkt

parece ser capaz de reduzir Fe™ em Fe™ (Gey et al., 1893). No plasma humano
sua concentragdo normal varia entre 50 e 200uM, sendo capaz de regensrar o
a -focofers) através da reducBo de seus radicais nas superficies de membranas

(i Mascio et al, 19811
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Cutro antioxidante hidrossollvel é o &cido drico, um metabdlito das purinas,
epie varre diretamente O oxigénio singlet, OH " e o Oy, além de preveni.a oxidacho da
vitarnina C (Miller et al,, 1983},

s WMétodos de detecgdo das ERTO

A dateccio das ERTO in vivo é tecnicamente difici devide & sua
extrema reatividade e vida média muito curta - cerca de milissegundos ou Menos.
No entanto, a mensuracio dos produtos da peroxidaclo lipidica, principaimente 0
malondialdeido, é usada para estimar a lesdo da peroxidacio in vivo. 0 aumenio nos
produtos da peroxidaglo lipidica tem sido documentado em varias doengas
humanas, inchindo artite reumatdide, esclerose miltiple, hepatopatias, sindrome de
Down, transplante de Orgos e doengas pulmonares, enire elas g sindrome do
desconforto respiratorio aguda (Malliwell & Gutteridge, 1984).

As ERTO podem ser avaliadas de forma direta ou indireta, Dentre estes
métodos para a detecgao destacam-se a aspectrofolometria de ressonéncia
eletrénica de spin (ESR), 0 spin frap & a guimicluminescéncia {Gutteridge, 1986,
Gutteridge & Halllwell, 1990}

Pode-se afinmar que as reagbes enfre macromoléculas piolGgicas e
pspécies reativas de oxigénio séo um dos principals mecanismos que sxplicam a
lesfo tecidual (Lissi et al, 1995). Para haver agresséo tissular por ERTO & preciso que
ooorra hiperoxigenacdo, sindrome de isquemiareperfusiio ou inflamacdo tecidual.
Estas situzcdes aumentam o metabolismo aerdbico dos leucdciios polimorfonucieares
e até der vezes, levando ao aumento na producée de ERTO, particularmenie do
radical hidroxila {Mutholland & Strain, 1990, Pattanaik ¢ Prasad, 1996}

Os danos celulares, vasculares & teciduals por isquemia e reperfusao
iBm sempre Wm componente isguemico & outro de reperfusfo que se somarm ou se
amplificam mutvamente. Para que uma determinada intervencio antioxidante
atenue ou previna a leséo de reperfusBo, ¢ condigdo fundamental gque as ERTO
geradas predominantemente na reperfusio sejam de falo as principais responsaveis. Ou
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sea, que a lesBo pos-isquémica se deva, em sua maior parte, 20 eshesse oxidativo e
180 a lesdo per se. Assim, a de ento
aspecifico de compone 10 pode ou N80 ser 8o leve a ponto de
tormar & terapia da lesio de reperfusio sem efeito. Por outro lado, perfodos muito
iongos de isquemi

perder do tempo de duragio da isquemia, o fratan

jem levar & lesBo lecidual edensa, unicaments pelo processo
isquémicn, obscurecendo o componente lesive da reperfusfo. Entio, o concsito de
jansla terapéutica pode ser entendido como o periodo em gue a maior parie da lesdo
pos-isquémica & causada por fatores gerados na reperfusdo e, portanto, passivels
de prevencao ou lratamento {Schiller et al., 1893), Figura 2,
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Figura 2- Conceito tedrico da janels terapéutica modificado de Schiller et &, 1983)
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1.5- Resposta inflamatdria na isquemia e reperfusio pulmonar
1.5.1- Em relacdo ao macrofagos alveolares

Os macréfagos alveolares apresentam. habilidade de secretar radicals
Hyres derivados do oxigénio, do nitrogénio e citocinas inflamatdrias, como o fator
ce necrose tumoral [TNF-g), que se tem mostrado como elemento central de uma
variedade de modelos de lesdo pulmonar aguda (Naidu et al., 2004). Este autor
demonstrou que o macrdfago alveclar & uma importante fonte de mediadores
inflamatérios como o TNF-o, que afeta primeiramente o endotélio, epitélio e
células intersticiais e favorese o recrulamento de células inflamatdrias e o eventual

dessnvolvimento da leséo tissular,

0 envolvimento dos macrdfagos alveolares através da ativac@o do
NF-kappa B na produgdo do TNF- a estd fortemente comprovado (Lentsch et al.,
160981

Maxey et al., em 2004, demonstraram que o TNF-0 das células pulmonares
residentes séo o fator-chave inicial na leséio VR, Esse autor considera que a fonte
deste TNFE-g ndo estd muito bem estabelecids, mas provavelmente seria onginada
dos macrdfagos residentes. Esles achadés tém grande mplicagiio clinica nas areas
de transplante pulmonar e cirurgia com circulagio extracorpdrea, indicando gue &
terapia com antifﬁ“ﬁa‘f»{xg diretamente no pulmac doador antes do ransplante, pode
sigﬁiﬁmtivameﬂie reduzir a lesfo aguda IR, que & observada em muifos pacientes

pos-operatorios.

O ervolvimento de células pulmonares residentes, como 08 MACIOTAJOS,
contude, n3o esta completamente compreendida e pode ter uma maior participacéo do
que se acreditava anteriormente na IRP (Eppinger el &l 1847} Em adicdo, os
receplores expressos na superficie dos macréfagos permitern também agir como
células-alvo de cllooinas.

Eppinger et al, em 19897, demonstaram gue 08 macrdfages estdo
snvolvidos na fase precoce da lesfo de reperfusfo pulmonar. Nesse estudo, 05

mediadores quimicos de leséio de reperfuséo em ratos foram bem caracterizados, onde
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o THF-a ¢ o interferon-gamma - fatores bem conhecidos na atividade respiratdria e

de reperfusdo estd amplamente determinada pela atividade macrofagica, ae passo
que a lesio tardia € mediada principalmente pelos produtos de neutrdlilos ativados

e recrutados.

siveclyes. Fiser e oolsl

: 3 _ acrifagos residentes
do doador, sequida de uma respostz mais intensa dos neulrdfilos circutantes do
receptor. Os neulrdfilos também @m sido recanhacidos como componeries oriicos

da coscals irflamstdna,

1.5.2- Em relac8o a ativacio neulrofilica

Embuora o sistema inflamatorio parlicipe na leslo de reperfuséo apds o

sido recorhecidos como componentes oriticos da cascala inflamaldna, mas seu
envolvimenic na patofisivlogia da lesdo de reperfusBo é uma fonte de
confrovérsias. Evidéncias de que os neutrdfilos possuem grande envolvimento na

reperfusiic sio demonstradas em estudos utiizando deplecio leucocitéria e em
esiudos com anticorpos direcionados contra moléculas de adesio nos leucdcilos ¢
. células endoteliais (Breda et gl., 1985, Eppinger et al, 1885; Uthoff of al | 1985;

Novick & Gehman, 1986, Eppinger et gl 1997; Ross et al., 1888).

Um dos prirneiros mecanismos pelos quais of neutrofiios causam lesdo
radical hidroxila e perdxido de hidrogénio. Todos esses podem lesar o endotélio

acdo de metabdlicns xicos do axiglnio, como anion &

pulmonar direta ou indiretamenis {Novick e Gehman, 1898). A clastase ¢ oulras
profeases, que s8o produtes neubrshios-granuldcitos, podem tembém lesar
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diretamente o endotélic pulmonar ¢ as células parenquimatosas. Finalmente, o
terceiro método pelos quals os neutrdfilos podem causar ou contribulr para a iesho
de reperfusdo & o tamponamento dos capilares. Os neutrdfilos ativados omam-se
menos deformaveis e podem ficar permanentemente aprisionados nos capilares
alveolaras (Welbourn et al., 1881, Kuhnle et al., 1598).

Em frabalhos experimentais publicados anteriumente, a injria vascular tem
sido naturaimente - bifasica (Eppinger et a4, 1985). BEmbora a fase lardia ses
dependente do recrutamento e ativagdo neutrofilica, a fase precoce €
neutréfilo-independente e ccorre em 15 minutos de reperfuséio. A lesdio precoce
acontece bem antes que a infiltracBo neutrofflica tissular tenha ocorrido, e &
dependente de células residentes do tipe macrdfago alveolar. Fopinger et g, em
1505, demonstraram em estude i vivo que a deplegBo neutrofiiica nao tem efeito
protetor apés 30 minutos de reperfusBio, mas pode atenuar a lesdo apts guatro
horas, Estes achados sugerem que o envolvimento neutrofilico na reperfusao
ocorre durante a fase tardia da reperfuséo e que outros mecanismos ou células

s&0 responsavels pelo dano tssular na fase precoce.

Os neutréfilos contém em sua membrana plasmatica uma enzima, a
nicctinamida difosfato de adenosing (NADPH) oxidase, gue reduz o O, de manera
univalents formando os radicais Oy e H:0Oo. Além disso, quando ativados, 08
tam a MPO que catalisa a formacdo de acido hipocioroso (HOCGL) a

E"E@’ui{’ éﬁi{}& AT
partir do perdixido de hidrogénio e jon clorelo:

PO
O+ O+ W e HOCE + HO

O HOGH é um potente agente oxidante e cerca de 100 vezes mais
reativo que o H0,. Pode mediar a citotoxicidade diretamente pela oxidacdo de
grupos sulfidrila, inativagio de proteinas e degradagéo de amingacidos, ou
ndiretarnente  via ativacdo de proteases. Estas propriedades conferem aos
neutrdfilos sua acdo bactericida, porém, no caso de tecidos pos-isquémicos, $&o
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responsaveis por boa parte da lesdo tecidual gue se instala durante o periodo de
reperfusio. Varios modelos experimentais demonsiraram ativacdo neulrofilica em
tecidos pos-isquémicos. Observou-se que a isguemia resulta em aumento
significativo na alividade da enzima mieloperoxidase neufrofiica, que é
exacerbado pela reperfusdo (Kurose e Granger, 1894, Zimmerman e
Granger, 1984).

Muitos trabalhos na literatura descrevemn téonicas visando atenuar a leséo
de isguemia e reperfusag, enfretento, peguena atengio &€ dada aos mecanismos
especiicos da injuria propriamente dita (Maxey et al, 2004). Evidéncias sugerem que
neutréfilos creulantes participam da les@o causada pels Isquemia & reperfusio, ande
foram utilizadas técnicas de deplecdo leucocitaria (Ross, 1929}

Em contraste, outros sustores demonstraram que lesio significativa de
reperfusao pode ocorrer sem a participacio neutrofilics, ¢ gue os neulrdfilns
podem ndc ier efeilo na fase precoce do dano pulmonar de repsrfusio
(Deeb et al., 1990; Steimle et al, 1992).

O sisterma complemants também tem sido implicado tanto na formacdo de
COMplexos que atacam as membranas celulares como na geracdo de C5a, que pode
contribuir para a lesfo pulmonar (Riedemann & Ward, 2003),

1.5.3- Em relacdo as interiaucings

A resposta irflamatdda levando & disfuncdo e faléncia de um drgdo é o
maior problems apds a ocorréncia de jesbes em diferentes condicdes dlinicas, como
sepse, queimeduras graves, pancrsalite aguds, chogue hemordgice, tauma e
ransplantes (Bathia e Moochhala, 2004).

O TNF- o & uma citocina pré-inflamatoria em resposta a uma varedads
de processos patoldgicos. Alguns aulores demonstraram cue o TNF.g compromete a
barreira endotelial, produzindo edema pulmonar experimental (Hocking et al
1980; Koga et al., 1985).
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O TNF-a & outras Glocings préinflamatdnas 580 detectados no fluido do
tavado broncoalvecksr obtido a. parlir de pacieries A (Strieter ef al, 1889
slovards tembém o resisténcia vascular pulmonar, © gue resulta em edema alveolar

devido 4 liveracBio de tromboxano A2 em resposta @ ativagdo de leucootos
polimorfonuclearas (Hocking et al, 1880},

&m m&pas&a ao estresse nga:izama in vitro, os macrdfagos alveclares
%@gmmm TNF-a. Ao E”N?fwaz & ﬁmhwdi} [«} p{xt@m%ai de 3@%}@%&;&@ de cifocinas,
aumento da permeabllidade vascular pulmonar e modulacio do  evertusl
recrutamento e ativacao de neutréfilos - células efetoras acreditadas a mediagao da
injria de reperfusgo tardia (Van Otteren et al., 1995).

Existom fortes evidéncias de nue o TNF-a seja um fator desencadeante
do processo de isquemia e reperfusic, € participa de patofisiologia de puimdes
submetidos @ diferentes  modelos rflematorios e  chogues  endoloxdmicos

{ﬁ;}pﬁﬁger gt al., 1997).

0 TNF-a
inflamationa da lesdo de isquemia e reperfuso pulmonar. No entanto, fomou-se dific
“focalizar - os  comporentss  individuais  nesta complexa  cascata (ﬁﬁaﬁﬁéa e
Moochhala, 2004),

pode  funcionar -como- citecing inivial ng complexa cascala

As células pulmonares, em partioular as células epiteliais alveclares do
tipo i sho susceptivels aos-efeilos da rgiria dos oxdaries. sl gomprava gue as
células pulmonares liberam mediadores: inflamatdrios e citocinas, cOmMo O ThF-u,
ivo (Fubini e Hubbard, 2003}

i1 e L8 em resposta g estresse oxidativo frirosal

(1‘3 “’é‘?\éif» aé uma citocing mmr‘s?@mﬁa a:@m&:s L importante mediador dos
evenms mﬁamatm@s nos puimaseag cieﬂvaﬁa preﬁammaﬂmmeme de mondcios &
'mam*mfag% aicwazﬁ{zss e ag@ por meis zﬁa r@mepi:}r@s especificos da membrana
geluler. A injecdo de TNF-a em animais de axpenm@rmg:aﬁ causa uma sindrome que @
indistinguivel ao choque séptico. Seus niveis circulantes $50 elevados em um ndmers
de condighes gue levam ao chogue, e atualments ¢ um dos mediadores mas

relacionados 4 faléncia circulatdria na sepse (Cohen, 2002}
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Similarmente, a L-18 ativa neutréfilos e induz a ligacdo das moléoulas
de adesdo a0s BucHcins e ao endotélio, causando um @éiaﬁiﬁ similar ao chogue em
animais de experimentaciio. Originalmentie descrita como molécula da febre, ela
identifica um portfdlio de genes usuaimente ndo expressos em  individuos
saudavels. Por exemplo, a IL-18 induz a ciclooxigenase {COX-2) ¢ a expressdo da
dxido nitrico sintase induzida [INOS). Ela também eleva a expressdo de outras
citocinas tal como o THF-g, IL-8 e as moléculas de adesiio (Okusawa et al., 1985
Futensen e Wrigge, 2000).

Durante 2 sepse, TP e 1B s8o libsrados nos primeiros 30 &
80 minutos 3p0s a exposicdo ao lipopolissacarides e convertides para © segundo
nivel da cascata nflamaidria, incluindo citocinas, mediadores lipidicos, ERTO, como
também 2 ativacio de moléculas de adesio que resultam na miciacao da migracao
de células inflamatdrias para os tecidos (Cohan, 2002).

O TNF- g, identificado como agente inflamatdrio a partir de 19886, pode
induzir 8 mudancas inflamatdrias oriinicas associadas com um aumento na variedade de
mecanismos de defesa incluindo os antioxidantes, sendo também um imporianis
mediador inflamatdrio no DPOC e na SARA, e esta presente em nivels aumentados no
fluido do lavado broncosiveciar e no escarroc dos pacientes com DRPQC
{Keating =t al., 1996

A interlsucing 10 (IL-10Y & umae cifocineg antiinflamatdria
{Fioremtino et al, 1991, Kasama et al, 1984). Os niveis plasmaticos estdo
slevados em modelos andmais de endotoxemia e inibem a liberagdo de cilocinas
oré-inflamatorias - como 1L-18, 1L-8, TNF-a - g partir de monGciios & macrofagos,
prevenindo assim o subseglente dano lssular (Howard et al, 1882, Van der
Poll ef al., 1897}, A IL-10 também estimula a producéo da HL-1ra e a liberacao do
receptor de TNF p75 solivel, desse modo neutralizando a acdo pro-inflamatdria
dessas citocinas (Seitz et al. | 1985)

fntrodfucis
&4



A IL-10 tem sido mostrada inibindo a produco de macrdlagos
siveclares ativados por  mediadores  pro-inflamatoros  envolvidos na SARA
{Loet al, 1898}

Em estudos dinicos envolvendo pacientes de BARA de diferentes etivlogias
- sepse, politraumatizados e perfuraco intestinal - obieve-se que pacientes com
SARA demangimmm nivels mencres de 1110 circulanie e no lavade brmmive@
giém de slevagho dos niveis de TNF-a (ﬁathm & Moochhala, 2004).

0 estudo de Armstrong ?g Milla em 1997, salientou a poteridial importancia
cﬁﬁ c:éegai:;uz ioric das citocinas pro-i nﬁamai@nas & aﬁtmﬁamamnag rg SARA, que
pmﬁ@ s8¢ mﬁeﬁda peta relagio 1L-10 e TNF-a nos pu?ms}% Em outro estudo, a
deficiente resp@sia da L0 cortrituit gsara A eméuga@ para sepse em queimados
{Yeh etal, 2002} A adrmini istracdo de | 1L-10 tem efeito m&eﬁw em modelos animais de

diferentes stiologias, comao sepse pancreatite (Kusske et al., 1998, inoue, 20000,

A presenca do estresse oxidativo no éspag:i} adreo e no sangue inicia uma
sas:guencsa de sventos pmcaﬁ@s durante f pmcesga irflamatdrio pulmonar, As

células snﬁamatmas s&0 sefquesﬁracﬁas r@ ricrogireu reulacso puimonar @ recrutadas na

vig aérea, resultando na ger&f';% de mediatdores como 1L-8. Uma vez recrutadas, as
- células inflamatdrias tomanm-se ativadas gerando espécies realivas.

A r@s;msza mﬁamamﬁa p@d& ser afivade de diferentes formas. A
| g}?gma A & o @nwiwmﬁmﬁa dos macmfagea pulmonares residentes ne lesdo
' ﬁmmce am qu@ a ativacdo destas célidas desencatieia a cascala inflamatdria

atm%es da %zb@mgﬁa de TNFae outras citocinas gxmmﬁamamrfas Na reperfusso,
a ;ngur ia celular leva novamente 3 ativacsio dos mae;mfagas residentes, iberando
ento mais mediadores inflamatbrios. Ao final, as citocinas estimulam a ativagao
. dos neutrdfilos e celdas T. A cascala inflamatéria. amplifica em. wna resposta
sigtérnica, .'m_m..___maiﬂ;“ influxo sobre o 6rgéo. injuriado. De fafo, & resposta @
_suficientemente exagerada, podendo pravoar lesdes em outros Orglos, incluindo
o coragho e o puiméo contralateral Uma visao global deste processo prove

muitiplas células e moléculas-aivo para manipulacio (Reece et al., 2008},
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A exagerada e, muitas vezes, descortrolads resposta inflamatdria na
SeUse ¢ no rauma resulia em mi}f‘bééa{;@ e mortalidade, onde as cilocinas podem
aumentar muitas vezes e diminuir quando os fatores desencadeantes estfo
controlados {Brun-Buisson, 20001

1.8- O exercicio fisico ¢ suas alteragdes na resposta inflamatéria

Estudos transversais demonstraram uma associacdo entre inatividade
fisica e inflamacdc sistémica de baixo grau em sujeitos saudaveis
(Smith et al,, 1998; Mattusch et al., 2000; Fallon et al,, 2001 Geffken et al., 20071
Abramson & Yaccarino, 2002; Wannamethee et al| 2002, King et al., 2003), como
tambeém em pacientes com daudicacio intermitente (Tisi et al., 19971,

0 conceito de inflamagdo sistémica cronica de baixo grau foi introduzido
em condigbes onde as concentractes sistémicas de TNF- a, L1, -6, iL-1ra. e
FPCR estéo slevadas duas ou rés vezes. O estimulo para esta produgdo ndo é bem
conhecide, mas assume-se que a origem da producio de TNF-a na inflamacio
sistémica ordnica de baixo grau seja no tecido adiposo (Coppack, 20013

A inflamagBo crdnica de babo grau ¢ reflelida pelo aumenic da
conceniragio da proteina C reativa & aumento dos niveis de algumas citocinas
{Ross et al, 1999) que acompanham o envethecimento, como também algumas
desordens médicas crdnicas. Durante o ervelhedimento, os niveis séricos de TNE- o
{Paolisso et al., 1998, Bruunsgaard et al, 1999, Dobbs et al, 1989; Bruunsgaard,
2005 L8, IL-1ra (Dobbs et al, 1998) e CRP (Ballou et al., 1998) estdo slevados.

O envolvimento da atividade fisica na salde cardiovascular tem
recebido muita aten¢do nos ditimos ancs. O exercicio fisico regular exerce
protecdo principalmente cordra a aterosclerose, disbetes tipo 2, canceres coloretal e
mamario (Blair et al., 2001). Em adico, o treinamento fisico & efetive no
tratamento de pacientes com doenca miocardica isqudmica, insuficiBneia cardiaca
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e DPOC. Em geral, populagbes bem treinadas tém maior capacidade de gifusdo
pulmonar comparadas as nac treinadas (Petersen e Pedersen, 2005}

Recentes estudos demonstraram o envolvimento da inflamagéo na
patogénese da aterosclerose (Libby et al,, 2002, Libby, 2002} e tem sido sugerido como
elemerto-chave na resisténcia & nsulina no diabeles {Dandona ef al., 2004).

Fatores que podem modular a resposta aulo-imune durante a afividade
fisica incluem mudangas nos niveis circulantes de varias citocinas, alteragbes no
estado nutricional, uma expressfo alierade das moléculas adesivas & uma
possivel intervencéo nas ERTO (Shepard e Shek, 1998).

Enquanto a manifestagBo de muitas alteracdes imunes relacionadas ao
exercicio t#m sido repetidamente relatadas e confimadas, 0s IMECEHSMOs
fundamentsis desencadeantes e moduladores da resposta imune séo pobremente
conhecidos (Evans, 1985).

Estudos experimentals tém confirmado que tarto periodos ourtos Como
longos de exercicio fisico promovem protecso miocardica em ratos submetidos a
isquemia e reperfusBo (Bersohn & Scheusr, 1978, Bowles b al, 1982, Bowles @
Stames, 1994, Demirel et al., 1988, 2001, Libonati et al., 1897, Powers ef al,
tgo8: Lennon et al., 2004). Especificamente, periodos curtos de exercicio, isto 6, -
de um a cnco periodos de exercivios de resisténcia reduzem © dano cardiaoo €
promovem a recuperagdo miocardica (Powers el al., 1898; Demirel of al,, 2001}
Embora o macanismo bioguimico exalo responsével por esta protecao nfc seja
hemn conhecido, postula-se que as mudangas induzidas no mincérdio podem
resultar da elevacdo de defesas antioxidantes efou nivels cardiacos de heaf shock
protein (HBP) (Powers et al, 1998; Demirel et al, 2001

A resposta das citocings ao exercicio agudo difere dagusla vista nas
infeccOes graves (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000; Pedersen et al., 2001 Febbwaio ¢
Pedersen, 2002 Suzuki et al, 2002). Nola-se que as classicas citocinas
pro-inflamatorias, TNF-a e IL18, em geral ndo se elevam com O exercicio,
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indicando que 8 cascala de cifocinas induzidas pelo exercicio marcadamente

difere da cascata induzida pelas infecgfes. Tipicamente, IL-8 € a pnmeira cliocing

presente na circulacio dwrante o exgreicio. O nivel de L8 crodante aumenta
exponenciaimente - acima de 100 vezes - na resposta ao exercicio exienuante ¢
decling no periode  pos-esforeo  (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000
Padersen et al., 2001; Febbraio & Pedersen, 2002; Suzuki &t al,, 2002,

Qutre achado em relacdo ao exercicio é ¢ aumento dos nivels das
citocinas  antlinflamattrias e ciocinas  inibidoras, como ILlya e sTRNFR
(Ostrowski et al, 1888, 2000) Em conjunto, o axercicio provoca um aumento

orimano na 1L-8, seguido de um aumento ra il-tra ¢ il 10

A elevacio acentuads da IL-8 g0 exercicio sem dano muscular tem sido
um achado consistentemente encontrado (Northoff et al., 1894, Drenth ef al., 1945,
Castell o al, 1997, Helisten e al, 1897, Ostrowski ef al, 1908, 2000, 20061 A
sxpressio do aumento sérico esia relacionada & intensidade do exercidio, duracdo, a
masss do musculo recndado & a capacidade de lerancia individual (Febibraio e
Pedersen, 2002; Pedersen e Hofiman-Goetz, 2000; Pedersen et al., 2001).

Alguns estudos demonstram que os mondcitos ndo séo as céludas que
mais contribuem para a resposta da 1L-6 no aexercicio (Moldoveanu et al., 2000
Starkie et al, 2001). Outras fontes de producdo = lfiberaclo de L8 apds o
exsrcicio podem ser a partir do tecido adipose (Lyngso st al, 2002), cérebro
fMybo et al., 2002 & tecidos perifendinosos {(Langberg ef al,, 2002).

O aparecimenio de IL-10 e WL-1ra na circulacdo apbs o exersicio
tambem contribu na mediacio dos ofeilos antinflamatdrics do exercicio. O conceito de
que L-10 age como uma molécula andiinflamatdnia fof sugerida primariamente por
sstudos mostrando a inibicdo da sinlese de amplo sspeciro de citocinas
pro-inflamatdrias por  diferentes  céldas, particdarmente nas  Imhagens
monociticas. Desta forma, a IL-10 inibe 3 producio de L-1g, 18 & TN como
também a producio de guimoguinas, incluindo IL-8 e macrofages inflamatorios
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ativados por mondcitos hurmanos  ativedos  por LPS (Moore et al, 1883
Pretolani, 1899).

Estas citocinas e quimoguinas apresentam um importante envolvimento
na ativacdo de granuldcitos, mondcitos, macrofagos, infGcitos B & T & sey
recrutamento nos sitios nflamatdrios. Estas observacles sugerem gque a IL-10
apresenta um importante envolvimento em orquestrar a reacho inflamatoria, que
erwolve a ativaco de macrdfagos/mondcitos em particular.

O exercicio fisico regular protege o individuo contra doencas agsociadas
com @ inflamacdo crénica de baixoe grau (Bruunsgaard, 2005, Este efeito, a longo
orazo, pode ser atribuido a resposia antinflamatoria obtida pelo atague agudo do
exercicio, que é particularmente mediado pela IL-6 derivada dos musculos.
Congentracfies fisicidgicas de IL-6 estimulam o aparecimentc na circulagio de
citocinas antinflamatérias 1L-1ra e IL-10 e inibem a produglo de cifocinas
oré-irflamatdrias como o TNF-a. Além disso, a IL-6 estimula a lipdlise como tambem a
oxidagdo gordurosa. Apds © exercicio, 08 nivers slevados dreulantes de L6 s80
sequidos por uma redugdo de i-lra e 110, e tardiamente sstas duas citocinas
antinflamatérias podem ser induzidas pela iL-6 (Steensberg et al., 2003

O estudo da lesdio de isquemia-reperfusdo pulmonar, notadamente da
resposta inflamatdria, é de grande importancia para & methor compreenséo da
fisiopatologia de diversas situagies na pratica clinica diaria.

Levando em consideracdo as fortes evidéncias que o exercicio fisico
term demonstrado, tanto na prevenciio quanto na reabilitaciio de intmeras doencas
que atuam sobremangira No componente inflamatdrio, o presente trabalho visa
astudar os efeitos do exercicio fisico dindmico - precondicionamento fisino ~ na
resposia inflamatdria do dano causado pela isquertia e reperfusBo puimonar

riermetermics & ralos.
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Serfo obietos deste trabatho as analises:

o ¢do indice de permesbilidade vascular nos pulmbes direito &

esquerdo, expressas em coninto e individualmente.

o do nivel de atividade da misloperoxidase nos pulmdes direfio & esquerdo,

expressas em conjunto e individualments.
e tos nivels séricos de TNF-o.
s dos nivels séricos de iL-108,

+ dos nivels séricos de IL-10
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Os experimentos foram realizados em ratos no Laboratdrio de Pesquisa em
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. A temperatura

ambiente, nos dias dos experimentos, variou entre 20 a 32 graus Celsius.
3.1- Animais de experimentagao

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 350 a 450 gramas,
fomecidos pelo Biotério Central da Unicamp. Os experimentos foram realizados de
acordo com os “Principios Eticos na Experimentagdo” da Unido Internacional
Protetora dos Animais e da Lei 6638, de maio de 1979, e submetidos a apreciagao e
aprovagdo pela Comissdo de Ftica em Pesquisa Experimental Animal

CEEA-IB-Unicamp, sob o protocolo nimero 746-1, conforme anexos.

3.1.1- Grupos experimentais
Neste estudo foram utilizados trés grupos experimentais:

= Grupo SHAM (n=10): os animais néo foram incluidos no programa de
exercicio fisico, mas foram submetidos aos mesmos procedimentos
operatérios, com excegdo do protocolo de isquemia e reperfusao

pulmonar.

= Grupo IR/SED (n=10): os animais foram excluidos do programa de
treinamento de exercicio fisico, mas foram submetidos ao protocolo

de isquemia e reperfusdo pulmonar.

= Grupo IR/TREIN (n=10): os animais foram submetidos ao programa
de treinamento de exercicio fisico € ao protocolo de isquemia e

reperfusao pulmonar.

Com os resultados das andlises laboratoriais, foram comparados os

animais dos grupos sham, treinado e sedentario.
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3.2- Procedimento experimental
3.2.1- Programa de exercicio fisico dinamico

As sessdes de exercicio fisico foram realizadas em esteira ergomeétrica
elétrica, em baias individuais, com as seguintes dimensdes: 0,70m de largura,
0,45m de altura e 1,35m de comprimento, conforme Figura 3. Na primeira semana de
estudo, os animais passaram por um periodo de adaptacdo a esteira, onde a
atividade fisica teve inicio com velocidade de 0,6 km/h na primeira sess&o,
aumentando progressivamente até atingir a velocidade de 1,2 km/h durante 60
minutos. Isto corresponde a 66% da VO2zmax, de acordo com o experimento de
Priviero et al em 2001. Passada a semana de adaptacdo, o programa de corrida
em esteira foi realizado cinco dias por semana, em sessées de 60 minutos,
durante oito semanas. Apds o término do periodo total de treinamento, os animais
foram mantidos em repouso por um periodo de 48 horas, quando entdo foram

submetidos ao procedimento operatorio.

Figura 3- Esteira ergométrica elétrica dividida em baias com animais em

treinamento.
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3.2.2- Procedimento operatorio

Todo os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico
(Hypnolol, 35mg/kg, i.p.) e traqueostomizados com a introducéo de um cateter 14F
através de uma incisdo mediana no pescogo e fixos com sutura de algodao 2-0, e
ventilados com respirador a pressdo Inter 3 (Intermed®- Brasil) com FiO, 60%,
frequiéncia respiratéria de 80 movimentos por minuto, com press&o expiratoria final
de 2cm H-0 e pressao-limite de 10cm H20 (Farivar et al., 2004), conforme Figura 4.
Apods dissecgdo da veia femoral direita esta foi utilizada para a manutencdo da
anestesia com soluco de pentobarbital sodico (15mg/ml) i.v baseada nos niveis da
resposta reflexa, conforme Anesthesia and Analgesia in Laboratory Animals
(Wixson e Smiler, 1997). O controle do plano anestesiolégico utilizou parametros de
monitorac3o através de reflexos - comneo, auricular e digital - com infus@o anestésica
conforme a avaliaco dos reflexos durante o procedimento verificado a cada
15 minutos (Kohn et al., 1997). Manteve-se o controle de hidratacdo do animal
com infusdo de 3 ml/hora de solucdo salina 0,9%.Todos os animais foram
operados sobre uma mesa térmica - manta témica -, conforme Figura 5, controlada
através das temperaturas retal e dorsal (entre o dorso do animal e a manta
térmica) e mantidas entre 36,8 a 37,4 graus Celsius. Apds toracotomia para-estemal
esquerda, com ampliacdo antero-lateral homolateral, todos os animais receberam
100 U.I. heparina i.v. em bolus, e em seguida a injegdo da albumina marcada com I'>.
A partir deste momento somente os grupos sedentario e treinado foram submetidos a
mobilizagdo do pulm&o esquerdo atraumaticamente e a artéria pulmonar esquerda,
veias pulmonares esquerda e bronquio esquerdo foram clampeados sem compressao
violenta ao término da insuflagdo. Apés 90 minutos de isquemia, o clampe foi
retirado e os pulmdes foram ventilados e reperfundidos por um periodo de duas
horas. Durante todo o tempo do experimento as incisées foram cobertas com gaze
Gmida de solugdo salina para minimizar perdas evaporativas. Apds o término do
periodo de reperfus&o,0s animais receberam uma dose de pentobarbital de 1,5mg
e foram desconectados da ventilagdo mecanica para o sacrificio. Em seguida,
ap6s laparotomia mediana, amostras de sangue foram coletadas da aorta

abdominal, conforme Figura 6 e os pulmdes foram perfundidos com 50mL de
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solugéo salina 0,9% a partir de uma altura de 20cm via artéria pulmonar, através de
uma incisdo do ventriculo direito e canulagdo da artéria pulmonar, seguida de
abertura do atrio esquerdo para drenagem do efluente. Apos a perfusdo com
solucéo salina, os pulmdes foram retirados e, separadamente, o pulmao direito e o
esquerdo foram submetidos a analise da resposta inflamatéria através do indice
de permeabilidade vascular, atividade de mieloperoxidase, dosagem dos niveis

séricos de TNF-q, IL-1R e IL-10, conforme descricdo metodoldgica.

Figura 4- Visdo geral do setf experimental evidenciando-se a manta térmica (a),
via de acesso para assisténcia ventilatéria (b), ventilador mecanico (c),
feridas cobertas com gazes umedecidas (d) e controles térmicos de

bancada (e) e corpéreo (f).
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Figura 5- Rato em procedimento operatorio, no momento do clampeamento arterial

pulmonar, mostrando a canulacao venosa femoral direita e os controles

térmicos retal e de bancada.

Figura 6- Rato submetido & laparotomia ap6s o sacrificio, evidenciando-se a

puncéo da aorta abdominal, conforme a seta.
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3.3- Determinacdo do numero de leucocitos circulantes

Amostras de sangue foram colhidas no momento da dissecg&o venosa para
o experimento, a fim de proceder a contagem total dos leucdcitos que foi realizada em
camara de Neubauer, utilizando-se 10ul de sangue obtidos da veia caudal antes
do procedimento operatorio, diluidos em 200ul de solugdo Turk. A analise
diferencial dos leucocitos foi determinada em microscopio optico (lente de imersao)
pela contagem de 300 ceélulas em esfregacos de sangue corados com Diff Quick,
diferenciando-se os neutrofilos, eosinodfilos e mononucleares. Os resultados das
contagens, total e diferencial, dos leucdcitos foram expressos como numero de

células por mililitro de sangue.

3.4- indice da permeabilidade vascular nos pulmées direito e esquerdo

A quantidade de edema pulmonar foi avaliada em funcdo do acumulo local

de albumina bovina marcada com |I'®

(2,5uCi/kg), previamente administrada via
endovenosa depois de atingido o plano anestésico adequado. A radioatividade
presente nas amostras de sangue e tecido pulmonar foi quantificada em contador
gama. O edema formado foi expresso como volume de plasma extravasado em

funcao da contagem obtida em 1ml de plasma.

3.5- Determinacao da atividade de mieloperoxidase (MPO) nos pulmoes

direito e esquerdo

Ambos os pulmées foram cortados em pedagos de 1cm® e mantidos em
tubos de testes na presenca de 100ul de tamp&o fosfato (50mM, pH 6,0, contendo
0,5% de HTAB). Cada amostra foi homogeneizada durante 15 segundos, e aliquotas de
1ml do homogenato foram centrifugadas por dois minutos em velocidade maxima
em centrifuga de Eppendorf. Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a analise

da atividade da MPO. Em uma placa de ELISA, 10ul de sobrenadante foram
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sdicionados a 2004 de soluco de dihidrocloreto de o-dignisiding (0,167 mgim
preparada em tampéo fostaio de @Qtégséa S0mb contendo 0,005% de H.Osh As
alteracBes nos valores de absorbancia a 460nm foram registrados em infervaios de
30sey durante cinco minutos, A atividade da MPO fol expressa como unidades de
MPO (UMPO)Ymg de tecido. Uma UMPO fol definida como 8 guantidade da
enzima que degrada tumol de perdxidofmin & 25°C (Bradley el al, 1882).

3.6- Determinacio de citoginas séricas

As concerfractes de IL-1B, IL-10 e TNF-x foram determinadas no soro dos
arimais dos grupos treinados, sedentédrios e sham, atraves de kifs industrializados,
segundo as instrugbes do fabricante (Pharmigen, EUA).

Os dados foram expressos como médias +/- erro padréo das medias para
“* experimentos. Para a comparag8o entre 05 grupos expenmentals foi empregada
andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Dunnet! ou teste de Duncan
(software US Graphpad Instat, 1980). Valores de p<(,05 foram considerados
sigrificativos.
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4.1~ Peso corpirec

A avaliacdo do peso corpdreo dos animais mostrou redugao significativa
{p<0,05) no grupo IR/TREIN quande comparado ab grupo RISED (Graficot ).

4.2 Nomero de leucdoitos circulantes

Mo foram observades diferencas significativas no ndmero total de
eurheios circulantes entre os grupos IRISED e IR/TREIN, apesar de haver uma
tendéncia ac sumento desse namero nos animais treinados, que se refiets

principalmente no aumento do ndmero de células mononucieares (Gréfico 2.

4.3 indice de permeabilidade vascular

Quarde os dois puimdes dos grupos I/SED e IR/TREIN sao submetidos
ao protocolo de isquemia e reperfus@o observa-se sumento do indice de permeabilidade
vagcular, quando comparados ao grupo sham (p= 0,05) Adicionalments, © grupc
IR/TREIN demonstrou reducdo significativa do indice de permeabilidade vascular
guando comparado ac grupo IRISED (p<0,05), (Grafico 3a). No entanto, & reducéo da
permeabilidade  observada nos arimals submetidos a  exercicio fisico  fol

significativa (p=<0,05) apenas quando analisado o pulmdo dirgito, conforme Gréfico 3b.

4.4 Infiltrado de neutréfilos nos pulmbes {atividade da mieloperoxidase)

A andlise do infiltratdo de neutréfilos foi realizada através da dosagem
da stividade de mieloperoxidase nos pulmdes direife e esquerdo dos rés grupes. hos
pulmbies dos animats dos grupos HHSED o IR/TREIN foram observados valores
aumentados de afividade dessa enzima (p<0,05) quando comparados ac grupo

sharm, assim como as andlises sBo expressas em conjunto, conforme Grafico 47, como
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quando expressas isoladamente. N&o houve diferenga esfalistica quando
comparamos os grupos IRITREIN e IR/SED, bem como quando as analises foram
feitas em conjunto ou isoladamente, de acordo com os Graflcos dae b,

4.5- Niveis de citocinas séricas

Nao foram  observadas  diferencas  significativas enfre o grupes
experimentals ros niveis séricos de 110, Entretanto, os niveis detectados da 18
no soro dos animais dos grup{)é IRISED ¢ IRITREIN encontraram-se aumentados
quando comparados com 08 do grupo SHAM {p<0.05). No grupo IRTREIN houve
reducac desses nivels {pﬁi}ﬁﬁ), 0% quais nao foram estatisticamenta diferentes do
grupo SHAM, segundo o Grafico &

s nivels seércos de THNF-g dos grupos IR/SED s IRATREIN
encontraram-se signficativamente aumeniados quando comparados a0 grupo
SHAK. Observou-se reducdo significativa (p<0,05) dos nivels séricos desia
citocing no grupo IRITREIN Quéﬁﬂdﬁ comparados aos do grupo IRISED.

RISED RITREIN

Grafico 1~ Efeito do treinamento fisico sobre a massa corpdrea dos animais.
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As massas comporeas dos grupos sedentdric (IR/SED) e teinado
(RATREIN} foram avaliadas antes do protocolo de Bouemia e reperfusio & expressas
gm grarmas # p<G.05.

HRIBED
o VR TRHER

Leussciios D6 i)

FTAL MONG 2O

Crafico 2- Efeito do treinamento fisico sobre o numero de leuctcitos ciroulanies
em ratos sedentérios [IRSED) e treinados {IRFTREIN).

O rimeres de leuchaiios totais, de mononuciesres (MONQ), neutrdfilos
(NE) e eosindfilos (EQ) foram avaliados anies do profocolo de isquemia @
reperfusdo. Os valores forarm expressos em numeros de células por mililitro de

SAnguUe.
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Gréficos 3a e 3b- Efeilo do freinamento fisico sobre o indice de exdravasameanio
vascular pulmonar em animals submetidos a isquemia e
reperfusdo, sendo a figura a analisados em conjunto e figura b

isolados.

O indice de extravasamento vascular puimonar fol avaliado em animais dos
grupos SHAM, IRISED e IRMTREIN e expresse como ub. de plasma extravasade no
tecido pulmonar. ™ p<0,001 comparado ao grupe SHAM, # p<0,05 comparado
g grupo IRISED.
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os da ¢ 4b- Efeito do treinamento fisico sobre o infilfrado de neuirdfiios nos

pulmdes de animais submetidos a isguernia e reparfusic.

O infiltrade de neutréfilos foi avaliado em funcdo da atividade de
mistoperoxidase (MPO) pulmonar em animais dos grupos SHAKM, IRISED e
HITREIN & expressa como UMPO/mg de tecido pulmonar, ™ p<0,01 comparado ao

grupo SHAM, * p<0,01 guando comparado aa}' oruane sham.
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iL-10 sérica {pgfml}

SHAM WISED BUTREIN
Grafico 5- Ffeilo do freinamento fisico sobre o8 nivels séricos de ciocings em

animais submetidos & isquemia e reperfusao.

{5 nivels séricos de R-10 foram avaliados em animais dos grupos SHAM,

IRISED & IRFTREIN e sxpressos oomo picogramas de cada altocina/mb de sangue.

R

TNF-o sérico {pgiml)
&

Ba S
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~{

L1 sérice (pgfl)
L .
=]

i

8b SHAM IRISED IRITREIY
Graficos Ba e 8b- Fleilo do reiramento fisico sobre os nivels séricos de ThFx &
H-13 em animais submetidos & isquemia & reperfusdo

pulmonar.
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O35 niveis séricos de TNF-g e IL-18 foram avaliados em animais dos grupos
SHAM. IR/SED e IRITREIN e expressos como picogramas de TNF-a e 1L-1f/mL
de sangue. ™ p<0,01 comparado ao grupo SHAM, # p<0,06 comparado ao grupo
IR/SED: * p=0,01 comparadoe ao grupo sham.
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A lesdo de isguemia-reperfusdo pulmonar oconstitui evento
fisiopatolégico comum a numerosas situagies na pratica clinica. Os efeitos locais
e sistémicos desss lesdo podem ser estudados em condigfes que erwvolvem ©
pincamento da artérie pulmonar, em procedimentos gue empregam & circisdacho
extracorpdres, no tromboembolisme pulmonar e transplante de pulmao; inchalmos
ainda o pneumotérax total & o demame pleural volumoso, pois estas doengas
podem evoluir com lesBio de reperfuso durante o Watamento no momento da
reexpansdo pulmonar (Esme et al., 2006},

# resposta inflamatdria causada pela IRP &, sem divida, um dos principals
elementos nas alteragfes csusadas pela isquemia e reperfusao, como em
situaches clinicas ¢ experimentais (de Perrotet al, 20033,

Estudos anteriores mostraram que doencas cardiovasculares e oulras
condiches patoldgicas tém sido reduzidas ou prevenidas pelo exgroicin fisico
reguiar em humanos e animais (Ostrowski et al, 1999 Boue et al, 2001,
Lernon of al., 2004 Priviero et al., 2004; Ding ef al., 2005 Kasapis e Thompson,
2008 Petersen e Pedersen, 2005}, notadamente onde 2 resposta inflamatdnia

far-se presente aguda e cronicamente.

Atualmente, ndo ha estudos clinicos ou experimentals investigando 08

efeitos do exercicio figico na IRP.

Para tanto, deserwolvemos um modelo experimental em ralos com ©

intuito de avaliar 2 influéncia de um programa de treinamento em corrida sobre

esteira eléiica no indice de permesbilidade vascular, nos niveis de intereucines

TNF-o, 11-1B, 1L-10 & no influxe neutrofilico causado peta IRP.
5.4~ Modelo experimental

warios fatores podem influencisr as repercussiies fisiopaioltgicas decorrentes

da IRP em experimenios, em que se destacam a espécie ulilizada - homem, co,
porcn, coetho, rato -, ManNuseios anestesico e operatiric, o lempo de isquemia, ©
tempo de reperfusdo, a temperatura do- individuo e o precondicionamento reaizado.
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(O animal escolhido para este experimento ol o rato, pols observamos
na literatura a ampla utilizacio desta espécie para modsios enwvolvendo a IRP
{Eppinger ot al, 1995, Khimenko et al, 1888, Krishnadagan et al, 2003
Maidu ef al., 2003; Farivar ot al., 2004; Krshnadasan et al, 2004), como nos modsios
que estudam o precondicionamento fisico (Berschn e Scheuer, 1978, Bowiss e
Stames, 1994 Powers e al, 1988 Lemnon et al, 2004 Priviero et al, 2004,
Ding et al., 2005).

Esta espécie animal teve boa aceitacBo neste protocolo devido ao
pratico condicionamento, manutensdo e reprodutibilidade experimental, compativers

com 08 ohietivos deste rabatho.

Meste modelo experimentad buscamos reproduzir no rato as alteracdes
isquémicas ¢ de reperfusdo pulmonares normotérmicas, e algumas de suas
repercussdes metabdlicas g inflamatdrias conseqlientes ao dampeamento do hile
puimonar esquerdo,

Em relacBo & logistica, houve dificuldads na obtengdo de um aparetho
de vertilacio mecinica que corespondesse as necessidades do experimento, ou seia,
vertilar um animal de pequeno porte, com pressdo nspiratdna constante, pressao
expiraidna final positiva e volume corrente constante. Apds tendativas com aparalhos
experimentais importados, uma fabricante brasileira — Intermed®, S80 Paulo, Brasil
-~ plde ceder um aparetho do Modelo Inter 3, wtilizado em neonatos humanos, que
apds pequenos ajustes mostrou-se um sequipamenio seguro e cordidvel para esle
exparimenic.

Cutro slemanto que consideramos importande para o melhor conirole
dos fenfmenos decorrentes do processo isquemia-reperiuséo serigm as medidas
de pH e gases arterigis nos momentos inicial @ de reperfusdo, o gue ndo fol
possivel por indisponibilidade logistica no momento deste experimento.

A toracciomia ulilizada fof a meédio-esternal esguerds, associada &
ampliacio lateral a0 nivel do winto espaco intercostal. Com esta combinagdo na
abertura do Orax e a uilizacdo de um afastador auto-estatico fol possivel ampla

visualizacso da cavidade & manipulagio dos drgdos infratoracicos.
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Para o pingamento da artéria pulmonar foi empregado clampe vascular
atrgumatico, wilizado para dissecgdo de acesso venoso durante implantes de
marcapasso cardiaco, onde fol possivel aplicar a técnica com manipulacio digital
suave. ApGs a secpdo do ligamento pulmonar, oblivermnos acesso com ampla visdo de
tado o hilo pulmonar esquerdo, sendo possivel realizar um clampeamenio sem
aplicaciio de atitudes trauméticas indesejaveis ao pequeno e delicado pulm&o

desta espécie, o que poderia interferir na resposta inflamatoria.

0 tempo isquémico de uma hora e 30 minutos e o de reperfusdo de
duas horas ulilizados neste trabalho, foram embasados em resultados preliminares de
outros autores, onde a permeabilidade microvascular em tempos diferentes de
reperfuslo (time course) apds B0 minutos de isquemia foi asumeniando
acentuadarmente durante as primeiras duas horas de reparfusgo até alinglr o plaleay
apts quatro horas (o et al, 2004} Os nivels de irferieucings THNF-g, IL-18 & 110
também apresentam boa expressdo a partr de duas horas de reperfusao
{Chang et al, 1997, Farvar et al, 2004}, Apesar
reperfusdo mais prolongado (> 4 horas) para atingir 0 pico de concentracio do TNE-
4o a ltersturg (& identifica

de necessitar de um periodo de

sérico e dos tecdos, nos periodos inicials de reperfus
elevaches significativas destas  interleucinas  (de Parrot et al, 2007,
Krishradasan et al., 2003).

Em relacio 4 infiltracéo neutrofilica, Eppinger et al, em 1885 e Van
Putte et al., em 2005, mostram o primeiro pico de elevagao e infiltracao reutrofiica
aos 30 minutos de reperfusio. No entanto, diferem quanto a0 segundo pico, sendo

quatro horas no estudo de Eppinger e trés horas no trabatho de Van Putle.

No astude de Esme of al., em 2006, avaliando o estresse oxidativo em
tecidos de Grodos a distincia, estes autores utilizaram no puiméo o tempa ge isqueia
de 80 minutos e reperfuséo de duas horas, onde foram analisados & %raﬁitra’;;éﬁ
neufrofilica. o sfatus antioxidante e os indices de peroxidagio lipidica e orotics no

figado & no coragao,

Dincinsdo
P4



Para afingir os objetivos deste estudo ndo houve qualquer intervencao
visando corrigir ou minimizar as alteracbes impostas peio modelo per se. Assim,
foram reglizados duranie o procedimanto 8 reposico voldmica padrBio (3 mi/h de
solucdo salina 0,9%), o controle termostético do colch&o érmico, a fim de manter &
temperatura retal do animal entre 36 e 36,5 graus Celsius, e a manutencio da
irfusfo anestésica. O conirole do plano ansstesioldgico, conforme preconizado por
Kohn et al, em 1897, fol realizade ulilizando parémetfros de monitoragdo alravés de
reflaxos - cOmeo, auricular e digital - verificados a cada 15 minulos durante ©
gamsf@fﬁimen%& Pudemnos, entdo, conduzir os experimentos com maior controle
bioldgico e menor indice de moralidade. Mesmo assim, guatro animais foram a dbite
no grupo treinado e um animal no grupe sedentario. Consideramos este numers
slevado no grupo reinado. No entanto, a texa de mortalidads neste periodo fol menor
quando comparada ac perfodo anterior a utilizac@o deste controle anestésico, que
superava 50%. A principal causa de Sbilos pode ser anbuida principaimente aos
nivels ioxicos de drogas anestésicas, mais evidentes quando n&o se alcanga o plano
anestésico adequado desde o infdio do procedimento. Fol no periodo de reperfus@o
que coorrey o maior namero de Gbitos neste modeln, pudemos também na prética
constatar que houve neste periodo a ccorméncia do maior numern de eventos
fisiopatologicos com repercussio local e sistémica, manifestando-se alravés de intlensa
taquicardia, taquipnégia e dificuldade de manutengio do nivel anestésicn,

As alleracbes acima, decorrentes do despincamento, foram observadas em
até cinco minuios apos a desodusio da artéria pulmonar, sugerindo a participacso de
um efeito mecdnico ou de algum tipo de reflexo no perfodo imediato apds o©
despincamento. Isso pode ter ccorrido devido & redistribuicio do volume sangiineo
girculants, ordle o tonus vascular pode encontrar-se alterado por agdio da hipbxia, da
acidose metabdlica o possivelments através de mediadores inflamatorios.

Em nenhum momenio fol ulifizada suplementacdo na fragdo inspirada de
exighnio ou modificado © modo de vertilagdo mecénica, de forma a nao provocar

alteracfies na evolugio durante os periodos de isquemia e reperfuséo.
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Pudemos observar significativa diferenca no indice de massa corpirea
(IMC) entre o3 arimais sedentdrios e treinados, como mostra © Grafico 1. Fot pitida a
diferenca fiaica entre os animais dos daés grupos. Foram notadas maior tonificagao
muscular @ menor taxa de tecido adiposo nos animais treinados. Repefidas
sessfes de exercicios produzem adaptacies conhecidas como “efeitos do
freinamento’. Estes efeilos refererm-se a alteracbes anatdmicas, bioguimicas e
fisioldgicas que diferem significativamente daqueles condigbes vistas nos
espécimes sedentarios. Estas condicbes permitem ao investigador identificar
claramente uma adaptacBo (Scheuer e Tipton, 1877},

5.2- Repercussdes da isquemia pulmonar

Os pulmdes possusm trés fontes polencizis de oxigenago: artéria

pulronar, artérias brénquicas e ventilacao alveolar.

A relativa contribuicdo de cada uma delas na oferla de oxigenacao para
manter a viebilidade pulmonar, inchusive durante a2 IRP, ndo estd bem esclarecida
(Calvin et al., 2008},

Um estudo experimental em cles mostrou que @ deplegdo da
oxigenagfo pulmonar conseqlente da interrupgéio da perfusao da artéria pulmonar
ou pela ventilagBo alveolar resulte em grau similar de disfuncho pulmonar, e Brmos
de elevacio da permeabiidade capilar e resistdncia  vascular  pulmonar
{Allison et al,, 1990). Além disso, a manutencao da vertilacio aveolar com oxignio em
isquemia quente (ocluséio da artéria pulmonar) atenua a elevagao da peyrnesbilidade
sulmonar @ do edema pulmonar, sugerindo que a oxigenacio direta a partir da
vertilacio alveolsr pode ser fator importante na prevenclo da isqpemia pulmonar
(Jones et al., 1887). A ventilagio pulmonar com oxigénio durante a preservacio
pulmonar no transplante pode também proteger os pulmbes da lesao isguémica
pela manutencéio do metabolismo aerdbico, preservando a surfactante pulmonar € a
integridade do transporte epitelial (de Perrot et al., 2003).
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o arterial brénquica {sem perfusBo artenal

A mandtencdo da perfusé
pulmonar ou ventilacdo alveolar) no pulmdo isquémico pode tambeém atenuar a
slevacdo na RVP e limitar o edema apbs a reperfuséo. interessante & a
oreservacio da funco pulmonar ser mais efeliva sobre elevadas perfusfes da
ariéria brinouica do gue sobre baixas perfusles (Pearse ¢ Wagner, 1994),

As evidéncias sugerem que deficiéncias em uma dessas fontes de
oxigenacio do fecido pulimonar, artéria pulmonar, arltérie bronquica ¢ venilagdo
aveolar, podem ter imporante repercussBo na disfuncgo pulmonar apds g IRP
{Cakin et al., 2000},

A interrupcio do fluxe sanglinee no pulmdo, ao contrario da isguemia
em oulros Orgéos, ndo & acompanhada de hipoxia desde que a veniilacao esteja
mantida, excegdo feita ap fransplante de pulmdo, onde ocomre a secclo brongquica,
Neste modelo experimenial realizamos pingamento de todo o hilo esquerdo,
deixando o pulmao parciaiments insuflado, permitindo assim & presenca de um
residuo adreo com aito teor de oxgénio. O oxigénio alveolar serve como substrato para
o parénguima pulmonar. Em experimenios com pulmdc isolado de rato,
demonstraram que a isquemia pulmonar per se resulla em peroxidacio lipidica em
decorréncia da presenca de 0, a partir da ventilac8o alveolar. { uso de nitrogénio,
em vez de O, na composico do gés ulilizado na ventilago pulmonar ibiv a
peroxidacio lipidica (PL). A PL duranfe 3 isguemia pulmonsr ¢ agravada pela
reperfusao e presenca de ferro (Fisher et al, 1891, Zhao et g, 1897,

De forma convingente, Atoching ot al, em 1997, demonstraram também
' gue a cagenacan do tecido pulmonar pode ocorrer alravés da vasculatura pulmonar ou
par difuso de ougénio alveolar. Portanto, a isquamia pulmonar ndo necessaraments

leva & andxa tissular, & 2 reperfusio ndo significa recxdigenacdo caso a ventilacio seia

martida durante o periodo de isquemia. Clinicaments, este principio € aplicado durante
a circulacio exiracorpdrea a fim de minimizar a lesdo de reperfusdo, porque a8
ventitacdo do tecido pulmonar & mantida, apesar da parada cardiorrespratons.
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Durarte a isquemia, componentes da cadela de transporte de elétrons
dria 80 reduzidos, aumentando ¢ escape de eléirons. Alem disso, mesmo

da mtocdr
com a interrupclio do fluxo sanglineo sempre persiste uma quantidade de O
residual nos tecidos isquémicos, capaz de reagir com elérons e de formear radicals
supertxidos (Ferrari et al., 1981},

Mesmo em condicBes fisiologicas existe a produgio continua de radical
superdxido, decorrente do escape de elétrons da cadeia respiraidria na mitocdndria,
correspondents de 3% a 5% do O molecular. As ERTO, assim formadas, sdo
rapidamente neutralizadas pelos mecanismos erdddgenos de defesa antioddante
{Flaherty, 1981).

A les@p induzida pefa IRP & carscterizada por dano alveolar
inespecifico, edema pulmonar e hipoxemia, ocorrendo deniro de 72 horas apds
transplante pulmonar (de Perrot et gl 2003},

Uma série de eventos celulares e moleculares € ativada caracterizando
a resposta inflamatoria na IRP, incluindo disfuncao endotelial, edema, infiltracio
leucociiana e fiberacdio de oitocinas (Brun-Buisson, 2000, de Parrol et g, 2003).

5.3- Repercusstes na permeabilidade vascular pulmonay

As mudancas da IRP sio svidentes a partir de mudangas fisiologicas,

bicquimicas & histoldgicas.

As mudangas fisiologicas podem grosseiramente ser divididas em aumento
da permeabilidade vascular, aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP) e

alteraghes das rocas gasosas decorrentes do edema pulmonar.

A permeabilidade vascular medida pelo coeficiente de fillraggo capilar
pulmonar, sleva-se em dez vezes apis a reperfuséic em modelos de IRP
(Eppinger et al., 1995; Khimenko et al., 1996; Khimenko e Taylor, 1989).
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O padrdo de aumenio da permeabilidade microvascular pulmonar parace
ser bimodal (Eppinger et al,, 1987}, A fass inidial € mais dependente dos macrdfagos
ride mais dos

puimonares stivados, TNFg & ini@ﬁ@mﬁg@mm& A fase tardia depe
produtos dos neutrdfilos ativados & THNF-a (Eppinger et al.,, 1897} Além disso, a
maior parte das mudancas da permeabilidade microvascular apos a IRP pode ser
atribuida ao aumento da permeabilidade vascular pos-alveciar {(venularn)
{Khimenko e Taylor, 1989).

A razdo entre a RVP apés a IRP 2 a permeabilidade vascular pulmonar
{(PVP), ou seja, (RVP/PVP) tem sido sugerida como fator central na indugdo do
sdema pulmonar, paricularmerde na fase precoce apds o inicio da reperfusio
{Khimenko et al., 1594,

Em relacio ao extravasamento vascular, oblivernos importante slevacio da
parmeabiidade vascudar nos dois grupos submetidos 2 isquemia e reperfusdo,
quande comparados ac grupe sham, e reducio do indice de permeabilidade
vascular no grupo treinado, guando comparado a0 grupo sedentano.

Mag duas dlfimas decadas a fungdo endolslial normal tem sido
dantificada como fundamental para a salde vascular {Orfanos et al., 2004}

O endotslio produz numerosos componentes vasodilatadores e
vasooonstrictores que reguiam o tBnus vascular, onde o Gxido nitrico fem-se
demorsirade como o mais importante e bem caracierizado mediador, pois sua
hncéo vasodilatadora infrinseca €@ comumeante usada como um indice de funcdo
snddotelial. O estresse do cisathamenio (shear siress) das células endotsliais & um
poterts estimulo para a procducio do NO, prncipaimente nequels reinamento fisico
reguiar, 0 gue ndo ¢ demonstradio no exercicio agudo. Enguanio a reducdo da
permeabilidade vascular pode ser afribuida a0 aumenio da bicatividade do NQ, os
defalhes deste mecanismo, por exemplo, & a importéancia relativa dos mediadores 2
efeitos antioxidantes s&o pouco entendidos. Parece que sesstes repetidas de
gxercicio fisico podam resullar em uma adapiacdo endotelial, incluindo slevacdo do
NO e sumento da capacidade vasodilaladora, A funcio endodelial pode methorar
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spés sproximadamente sete dias de treinamento em animais e em humanos
sauddveis apds quatro semanas de venamento aumenta a funcio endotelial
relacionada ao NO {Maiorana et al., 2003).

Tem-se demonstrado que a nelaclio de NG por curtos periodos
previamente & IRP, promovendo um precondicionamento, & suficiente pars
proteger contra @ hipertens&o pulmonar, melhorar @ oxigenagdo e a resposts
inflamatéria apds a IRP (Waldow et al., 2004},

A evidente relacio do NO com o exercicio fisico @ a melhora da fungdo
endotelial podem explicar a relacao do precondicionamento fisice na meihora da
resposts inflamatdria neste estudo, de maneira mais axpressiva no edems
pulmenar causade pela IRP, reduzindo aproximadamente 4% do edema resultante.

0 aumento da permeabilidade vascular € potencialmente marcado
pelos vasodilatadores. Sugere-se que o edema potencialmente ativado, causado
por esses elementos vasodilatadores, ocorre principalmente devido & acio incal
de dilatacso arteriolar, ocasionando o aumento do fluxo sangiineo e subsegienis
perda protéica (Buca st al, 2005). O asurmento na permeabilidade vascular é o
evento inicial do processo inflamatdrio, levando & formacio do edema. Apds esta
mudanca inicial, outros mecanismos s&o  ativados, cordribuinde para &
amplificacdo da resposta inflamatdria e lesdo tecidual.

Os mediadores inflamatérios locaimente produzidos nos sitios inflamatdsios
inferagem com as células endoteliais, iniciando um edema vasngenico causado
por infiltragéo fluida descontrolada dos vasos para os tecidos, como resultado de

um aumento na permeabilidade microvascular (Lum e Roebuck, 20011

Além disso, as ERTO também tém sido relatadas como agentes
importantes na lesdo causada pela IRP, incluindo lesao andotelial e edema
inflamatorio (Downey, 1990; Lennon et al., 2004). '

Desta forma, acreditamos que o reinamento Tisico que causa uma reducio
no edema pulmonar possa também ser atribuido a uma redugéio de radicais fivres
ou a0 aumento dos sistemas de defesa antioxidante, configurando uma reducso

do estresse oxidativo,
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Alguns autores tém demonstrado que a atividade fisica promove uma
alevacio de enzimas artiovidantes, como a superdxido dismutase-1 e 2, catalase e
glutationa peroxidase nas otlulas endoteliais (Davis et al, 2001}

Embora o exercicio exienuante aunents o metabolismo ¢ induza ao
astrasse oxidativo, existe evidéncia que ao longo do tempo, e de forma regular, 8
atividade fisica aumenta a defesa anticxidante provocando elevacio das enzimas
antioadantes (Powers & Hamiltory, 1999,

5.4- Repercussdes no influxo neutrofilico

Gs neulrofilos s&0 conhecidos como uma das primeiras  oéhidas
respoNSAVEis na resposta inflamatdria. Primeiramente, eles sfo capazes de liberar
radicais lvres que lesam diretaments © endolsiio pumonar ou indiretamente pela
stivacBe da caspase-3 {Novick e Gehman, 19898, Chien ¢ &, 2000). Em segundo
lugar, podem causar dano ao endolélio pulmonar e ao parénquima pela liberacio
da elastase e ouiras proteases (Fiser st al, 2001gb). Em terceiro jugar, as
meambranas celularss glivadas dos neulrdfilos tormam-se rigidas & ocorre a adesio
entre os neulrdfilos e as moléculas de adesdio, resultando em seqUestracio e o
ferbmens do “no-reffow’ (Kuhnle et al., 1998, Steimie et g, 1992).

O endoidiio vascular @ a principal forde celular de oxidantes associados
4 lesdo causada pela IRP. Um dos principals passos para se iniciar a lesdo é a
teracdo de isucdoitos com o endotdlio vascudar (Orfanos et ai., 2004}

As ERTO - liberadas dos macrifagos alveolarss e leucdditos ou formadas
no epitélio pulmonar e células endoleliais - lesam o parénquima pulmonar €
niciam uma cascata de reacfes pro-indlamatonas com manifestacSes sistémicas

{Novick e Gehwnan 1986, Fiser et al., 2001ab).

A lesfo provocada pelsa isquemia e reperfusio & iniciada pela producio de
ERTO, que primeramenie sparece como responsavel pela geracBo de abwvidade

guimictztica para neutrdfiios. Mais tarde, uma vez aderida ao endotélio, os neulrdhios
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participam do dano tecidual através da secrecdio adicional de ERTO, como também de

enzimas protecliticas, principalmente a elastase (Welboumn et al, 1991),

‘No presente estudo observamos aumento ndo  significativo  dos
leuchoitos crculanies em animais reinados no pré-operatdrio, enquanto que apos a
isquemia e reperfusdo houve elevacdo na. alividade de misloperoxidase nos gnupos
sedenigrio e treinado, quando comparados ao grupo sham, mas o exercicio fisico
néio mostrou reducdo no influxo tissular neutrofilice em resposta & IRP, quando

comparamos os grupos freinado e sedentano.

{s neutréfilos polimorfonucieares quando ativados t8m sido, ha tempo,
considerados como liberadores de metabolitos t6xicos do oxigénio, como & anion
superdyido, radical hidroxila e perdxido de hidrogénio; todos podendo causar las8o nas
célules  endoleligis &  parenquimatosas, agravandc a  lesdo  pulmonar
{Welboum et al., 1991). Se assumirmos que o efeito protetor do treinamento fisico &
consequbneia da sua habilidade em reduzic a producdio de radicals livres, ertdo &
intrigarte esta faléncia no influxo neutrofiico. Uma explicagao podeta ser gue @
quantidade de ERTO, que foi gerada pela IRP reguiads pela infiltracBo neulrofllica, ndo

mas foi efetiva para abrandar a formagdo do edema. Estes resultados mostraram
gue o treinamento fisico atenucu o componente vascular, mas nao o celular, da
resposta inflamatdria para proteger 0s animais conba a agressio  pulmonar.
Acraditarnos que sejam necessarios estudos adicionals para investigar a influéneia do
precondicicnamento em diferentes tempos de reperfusac pulmonar.

Em adicdo, estudos t&m confirmade gue a leséo pulmonar e resultado
da ativacio de mediadores inflamatdrios fiberados pefos neutrdfilos apos & reperfus&o.
Em modelos animais esta lesdo vascular @ bifasica (Eppinger et al,, 1885,1887). A
fase tardia & dependente do recrutamento neutrofilico; entretanto a fase precoce é

arfuso. Maxey el al, em 2004,

eperfusio apos o rensplante pulmonar,
intciandn com os macrdfagos residentes do doador, seguide por uma indensa
resposta dos neurdhlos circulantes. O envolvimento das células pulmonares
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residentes, como o macréfago, entretarto, ndo & muito bem entendido ¢ pode ter
- uma participac8o mais imporiants do que inicialmente se acreditava na leséo
causada pela IRP.

Conforme demonstraram Ding e colaboradores em 2005, ratos submetidos
§ isouemia e reperfusdo cercbral apds exercicio fisico regular por alé rés semanas
apresemaram reducho da lesdo inflamatdria, isto é, diminuig8o da expresséo de

mediadores inflamaidnos e reducio do acomulo de lsuchoilos durante a reperfus@o
levando & diminuicio do edema cerebral. Nessa referéneia, o periodo de reperfusio
maior que seis horas pode explicar o porgué da reducdo da atividade neulrofilica nos
animais treinados, quando submetidos a malores tempos de reperfusio.

Quando a resposta inflamatinia fundamental e nomaimente benéfica ocorre
de maneira desconirolads, o resultado sdo danos lecidual e celular excessives
que pravocam inflamacio e destruigio de tecidos normais.

5.5- Repercussies nos mediadores inflamatdrios

As citocinas t8m sido descritas como “amplo especto de pr@f&inag
farmacologicamente ativas de relative baixo peso molecular que s3o secratadas
por uma oélhida com o propoésito tanto para atuar em fungdes proprias
{efeitc autboring) come nas cdlulas adjacentes [efeito paracrine)” (McDermott
2001, Diferentes ciocings podem fer as mesmas abvidades que promovem
redundéncia dentro dos sistemas inflamatdnio e imune. Como resuftado, ndo &
infreqUente que a perda ou neulralizacdo de uma cliocing pode acentuadamente
interferir em um desses sistemas. Esses fatos tém grande significado no
deserwolvimento de estratégias terapéuticas (McDermott, 2001}

A rede de diocinas geradas entre as membranas celulares capilar ©
alveciar € o centro de inicio e propagacBo de resposta inflamatonia, levando a leséo
pulmonar {Bathia e Moochhala, 2004). As citocinas TNF-¢ e IL-1B, produzidas
pelos macrdfagos alveclares, mostram orftico enwolvimento no influxo  neutrofilico
[Maxey of al., 2004; Naidu «t al., 2004)
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A resposta integrada das citocings & infecgBio ¢ nutras lesbes @ complexa, e
sposta tissular depende ndo absolutamente de suas concentragbes de TNFa e

-1, mas fambém da presence simultnea de citocinas inlbitdnas e arfiirflamatirias
(Brur-Buisson, 2000).

A citocing anfinflamatdria 110 inbe a liberacdo de THNFo e L1
(Chemoff ef al., 1995), e induz & producio de IlL-fra {Cassatella ef al, 18a4
Jenkins et al, 19094),

Por oulro lado, a oiocina 1-10 reduz os nivels e expressao do TNF-w
gerado pelas células ativadas, e isto tem sido associado com a orotecdo clinica e
reduciio em doenca pulmonar (Morrison et al., 2000), incluindo lesao causada pela
IRP (Moore et al., 2002). O fato de ndo haver alteraggio dos niveis séricos de 1L-10
nos dados do presente estudo pode reflelir a grande variabilidade ¢
inconsisténcias  da  expresso  dessas  cifocinas  em  vanos  estudos
(Eppinger et al.,1996). Em nossos resuitados, a elevacio do TNF-a e -1 ndo fol
acomparhada por concomitante elevacdo dos niveis de 1L-10, indicando gue a
lesBo da IRP ndo foi seguida pela alteragBo desta citocing neste modelo

auperimental.

Os achados deste estudo dermonstraram que os nivels séricos de 1B
foram elevados cerca de 42% apds a IRP, o que reforga o importante envolvimento

desta citocina na lesfo causada pela IRP.

E possivel que elevaces mais significativas desta citocina possam ser
dotertadas se aumeriarmos o lempo de reperfusBo, como demonstradc em
estudos anteriores (Khimenko et al,, 1998, Krishnadasan et al, 2003).

E conhecido o pequeno, mas significativo, aumento nos niveis séricos
de TNF-u encontrado apfs exercicios agudos sxtenuantes (Dufaux e Order 1989
Espersen et al, 1990; Ostrowski et al, 1998) Ostrowski et al. em 19599,
demonstraram que apés exercicios fisicos extenuantes ncorme elevagao de THF-a,
como também aumento significante zﬁc}s plasma de IL-1B, imediatamente apos o
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mesmo teinamento (Cannon e Kluger, 1983; Evans et al., 1888 Mas,
;‘ecemement@ estudos utiizando ensaios mais sensiveis ¢ especificos t&m
sncontrado somente pequenas, se axistern, mudangas na concentracdo plasmatica de
H-18 apts o exercicio {(Sprenger et al, 1982 Ulum et al, 1894
Drenth ef al., 1995, Ostrowski gt al.| 1988}

A atividade fisica pode também aterwar 8 inflamacio através da melhora da
funco endotelial. As célidas endoteliais s80 conheridas secrelorgs de -1 e 1L-5,
considerando que as célilas endoteliais ativadas podem aumentar a producdo de
inereucings e a adesio de moléculas, induzindo a inflamacao (Romano et al, 1897).

O treinamento fisico reduz os marcadores inflamatdrios penféricos
associados com a disfuncdo endotelial, como moléculas de adesdo vascular e
infracelular soliveis, ¢ também a profeing-1 guimioairalive macroiagica em

pacientes com faléncia cardiaca (Adamopoulos et al., 2001},

Colbert et gl em 2001, em um Onico arligo que avalia a resposta
nflamatona pulmonar & exercicio Hisico, ndo mostraram significante slevacio nas
concentragies plasmaticas ou tissulares - pulmdo, cérebro, figado e musculo - de
TNF-a & L-15 am animais submetidos a exercicio fisico exdenuante. No entando, Ding
et al., em 2005, mostram gue o8 niveis de TNF-u elevam-se graduaimente apds os
exercicios e alcanga niveis significativos apés duas a ¥rés semanas de
treinamento. Os dados apresentados neste trabatho mostram uma significativa
slevacio do TNF- o e IL-1B nos grupos sedentano e treinado quando comparados ao
grupo sham, seguida de reduc8o no grupo freinado quando comparado com o |
sadentario, demonstrando infludncia do exercicio fisico em duas expressvas

citocinas pré-inflamatdrias.

Estudos mostram que tanio as condigdes patoldgicas agudas  ~
isquemia - e ordnicas - exarcicio fisico - induzem a elevacio do ThF-o. Durante ©
curse  do precondicionaments  fisico, os nivels de TNFa mRNA asumentam
lentamente, e, apds trés semanas de exercicio, ficam com niveis semethantes so

observado com 12 horas de isquemia e reperfusdo em ratos ndo reinados. Esles
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niveis lentamente elevados de TNF-g mRNA podem proteger o cérebro de lesles
provocadas pela isquemia e reperfusfo (Ding et al, 2005),

A expressio do fator nuclear kappa-B (NF-xB), um fator de transcnico
pro-inflamatdrio, atribuido come o mediador da ativagBo das células erdotsliaig
iniciadas pelas citocinas, pode ser o fator-chave na inibiclio da inflamacéio causada
pelo exercicio. Recentes estudos demonstraram que NF- kB, agindo como fator
pro-inflamatério, teria papel importante no gatiho da resposta inflamatona iniciada
pelas citocinas em  isquemia transitéria do miocardio e do cérebro
(Berti ot al., 2002; Chandrasekar et al., 1998),

Ding et al., em 2005, referem que dados ainda nédo publicados por ele
t&m mostrado uma reducdo da ativaciio da NF- kB em ratos isquemiados apds
exercicio fisico. Este autor acredita que o precondicionamento inibiria a alivagio da
transcriptaclio do NF- kB como também a reducdo da expressac da moigcula de
adesdo intercelular 1 (ICAM-1) & infiliracgo neutrofiica na lesBo causada pela
isquemia e reperfusio por um aumento gradual do TNF-o

5.8- Resposta inflamatdria remota

O tecido pulmonar ¢ altamente vulnerdvel & lesdo isquémica, apesar
dos slementos que podem sugerir malor protecdo confra a isquemia, como &
circulacsio bronquica e o conteddo de O alveolar {(Deffebach et al., 1987}

A resposta inflamatéria local no tecido pulmoenar, induzida pela IRP, tem
side bem documentada em estudos prévios (Novick e Gehman, 1986
Stammberger et al, 2000, Krishnadasan et al, 2003 Maxey el al,, 2004,
Orfanos et af, 2004} -

A isquemia & principalmente um evento local, apbs a reperfusdo, 0s
mediadores do tecido isquémico entram na circulecio sistémica e afetam outros

&rgaos © sistemas. Diversos trabalhos experimentais demonsiraram alteractes da
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microciroulacio pulmonar secundérias & jsguemiareperfusiio de Srglios a distancia do
oulmiic (Gukovsky et al., 1898; Olanders et al, 2002; Nussler et al., 2003}

Os efeitos sistémicos da IRP sfo causados pela alivacBo neutrofilica
(Welboumn et al, 1991}, sistema complemento, mediadores pré-inflamatonios
{Caty st al., 1980), mediadores vasoativos como os eicosandides, tromboxano AZ
e xardina-oxidase (Anner et al, 1987; 1988, Klausner ef al., 1989, Terada et al, 1992},
Gxido nifrico, citocinas e ERTO (Welboun et al, 1991, McMillen ef al, 1983,
expresséo da glicoproieing de adesdo P-salecting (Carden et &, 1983),

Naste estudo 2 infiltracdo neulrofilica fol significativamente maior no pulmao
direito - ndo submetide diretaments ao dampeamento -, mostrando claramente gue
naste tempo de reperfuséo de duas horas ocorreu uma participacdo importante
dos neulrdllos ativados na circulacio sistdémica, aderindo e infitrando ¢ scide
pulmonar, principalmente no pulméo direito. Apesar de ocorrer evidents aumento da
irfiltrac8o neutrofilica em ambos os pulmdes dos grupos treinado o sedentario
guando comparados a0 grups SHAM, o precondicionamento fisico ndo reduziu ©

irfluxo neulrofiiico local ou remoto.

Ha evidéncias da participacio do TNF-u na lesdo pulmonar secundaria
3 isguemiz-reperfusdo infestinal em ratos {Caty et al, 1980) ¢ de fatorss
relacionados A interacdo entre polimorfonucieares ativados & o endotélio da
circulacio pulmonar, como a elastase de neutrdfilos (Welboum et al, 1891}, ¢
receptor da molécula de adeséo de neulrdfilos, CD1M8 (Welboum et al., 1892} ou
de moléculas de adesc ns célula endolglial, como g P-selecting
{Carden ef al., 1893), em modelos de lesdo pulmonar por squemia-reperfusdo

intestirsd.

Mo estudo de BEsme e colaboradores, em 2008, estes aulores sugerem
gue a IRP induz as lesbes hepdtica ¢ miocérdica caraclerizadas pela ativacdo
neutrofilica e liberacio de significativa quantidade de ERTO, mostrando que a IRP

& um fendmeno sistémico.
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intersticial causando compresséo de origem exdravascular (Menger, 1825},

wte inflamatdnag

Acreditamos que na resposta inflamatdria remota provocada no puimao
cBe des ERTO, do ThF-g, da 118, dém dos
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isquémicas, o precondicionamento tem sido demonstrado em mulliplas espédies, pode
ser induzido por varios estimulos, e é aplicavel em diferentes Orgdos e sistemas.
importante progresso fem sido feito para elucidar o sinal de transdugdo da cascata do
precondicionamento. O precondicionamento  representa uma  polente  condiclo
protetors tecidual, e os entendimentos de seus mecanismos podem permitic

aplicactes clinicas seguras (Tsai et al, 2004).

Este é o primeiro estudo identificado a investigar os efeitos do exercicio
fisico regular (precondicionamento fisico) na inducdo de mediadores protetores do
pulmac e nos niveis de protecio pulmonar durante a isquamia € reperfusag.

Consideramos que o precondicionamento fisico resultou em alteracbes
significativas na resposta inflamatdria de animais submetidos & IRP normotérmica. O
seu efsito mais evidenie ocorreu sobre o componende vascular © na reducdo de
ciocinas pré-nflamatdrias TNF-a e IL-1B, duas das mais importantes citocinas da

resposta inflamatdria precoce na IRP.

Observamos nitide interferénoia no indice de permeabilidade vascular
com menor extravasamente de albuming marcada nos puimbes de animais
submetidos a treinamento fisico, o que de cerla maneira pode ser explicada
principaimente pela provavel elevacdo de ERTQ, visto que a presenca de neutrdfilos e
sua infilfracdo lssular medida pela misloperoxidase ndo se alleraram apos o

precondicionarmento fisico.

O exercicio fisico produz em curto prazo um efeite inflamatorio. No
ermtanto, estudos de coorte e longitudingl demonsiraram gue, em longo prazo, o
exercicio apresenta um efeito antinflamatdrio, em que a redugdo na resposta a
inflamacdo pode contribuir aos conhecidos beneficios de uma atividade fisica
reguiar {Kasapis e Thompson, 2008). Podemos dizer que o exercicio fisico regular
atuaria como uma vacina antinflamatdria que promove uma Imunizagdo o
individuo, reduzindo ou atenuarkio a resposta inflamatoria crdnica, ou de maneira

aguda guando este & exposto a algum agente agressor mais intenso.
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A reducio da resposta inflamatéria na [RP causada pelo exercicio fisico
regular foi determinada neste frabatho.

Estas consideragdes geram uma série de indagacbes que deverdo ser
respondidas com novas pesquisas, onde incluimos se o lempo e reperfusio pode
interferir na reposia neutrofiica como ocorre no cérebro, demonstrado  por

Ding et al., em 2005, em que foram considerados maiores periodos de reperfusao,

Pergunta-se qual seria a participacao dos agentes antiokidartes ra reducho

da permeabilidade vascular pulmonar relacionada ao exarcicio fisico.

Questiona-se se denfro do beneficio fisiopatoldgico causado pelo
precondicionamento fisioo na IRP poderia haver mais moléculas erwvolvidas, como heal
shock protein, corforme Lennon et al, em 2004, no miccardio, nas moléculas de
adesdo endotelial (ICAM -1) segundo Ding et al., em 2005, no cérebro.

Questiona-se também se as alteracbes inotrdpicas ¢ cronolropicas no
coraclo causadas pelo exercicio fisico, levando a wna melthora na pos-carga

vertricutar poderiam influenciar a resposta inflamatoria na IKP,

Outra guestiio que surge € se a proteina-U reativa (PCR) poderia ser
um marcadar confidvel na resposta inflarmatdria pulmonar, como se tem mostrado
no miocdrdio, conforme Kasapis e Thompson em 2000,

Pergunta-se, ainda, se existe beneficio do precondicionamento fisico na
resposta inflamatdria causada pela IRP em outros drgéos, além da resposia
remota que observamos no pulm@o cortralateral, atribuida & infiltracdo neutrofifica e &
liberagho de ERTO, conforme Esme et al., em 2006.

Detalhes dos mecanismos para explicar a protegio induzida pelo
precondicionamento  fisico confra a lesdo causads pels IRP permanecem

desconhacidos.

Surgem entdo questionamentos para futuras pesquisas no compiexo,
interligado e sutil sistema inflamatorio na IRP e sua relacdo com o

nrecondicionarmento fisico.
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Os efeiios do precondicionamento fisico (exercicio fisico) em  ralos
submetidos & isquemia por 80 minutos & reperfuso pulmonar por 120 minutos

foram:

1, Reducdo ndo significativa da permeabilidade vascular pulmonar no
pulindo esquerdo, mas significativa no pulmao chiresito.

2. Ndo houve alteracio nos niveis de atividade da mieloperoxidase

local no pulmao esquerdo e remota no pulmao dirgito.

3. Reducao dos niveis séricos de interieucinas pro-inflamatdrias TRF-o
g iL-1B.

4. NBo alterou 0s nivels sericos da interleucing ardiinflamatons 1L-10
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Anexo 1 — Planilhas das medidas avaliadas neste estudo.

EDEMA PULMONAR
pulmao esquerdo pulmdo direito pulm@o esquerdo + direito
SHAM IR/SED IR/TREIN SHAM IR/SED IR/TREIN SHAM IRISED IR/TREIN
333 3488 335,1 243 1925 110,3 57,6 541,3 4454
60,6 3141 3396 359 2175 68,4 96,5 5316 408,0
451 3786 3044 40,0 1348 921 89,1 5134 396,5
67,8 3648 4438 57.4 1391 1429 1252 503,9 586,7
66,0 5168 404,1 76,3 190,7 758 1423 707,5 479,7
66,4 4418 828 1429 149,2 584,7
476,0 1238 599,8
4179 190,0 607,9
57,2 407 .4 3654 528 166.4 97,9 110,0 5738 4633
13,6 68,4 56,9 234 350 299 351 66,8 76,4
5,6 228 23,2 95 11,7 12,2 143 223 31,2
p=0,27 ns p=0,004 p=0,018
versus IR/SED versus |RISED versus IRFSED
MPO PULMONAR
pulméo esquerdo pulméo direito
SHAM IR/SED IR/TREIN SHAM IR/SED IR/TREIN SHAM IR/ISED IR'TREIN
128 215 19,5 11,8 53,2 14,5 12,9 11,8 21,5 53,2 19,5 14,5
81 38,7 359 10,2 279 46,4 8,1 10,2 38,7 27,9 359 46,4
214 138 16,7 16,3 228 54,5 214 16,3 13,9 228 16,7 545
141 296 243 128 350 16,9 141 128 29,6 35,0 243 16,9
320 321 241 40,0 32,0 241 321 40,0
268 328 347 26,8 347 328
467 36,2 46,7 36,2
19,8 18,0 19,8 19,0
184 288 18,4 288
141 275 26,9 128 313 345 134 29,4 30,3
55 105 7.9 26 10,1 17,9 40 10,2 13,2
27 35 3,2 1,3 3.4 7.3 1,4 2,4 38
p=0,59 p=0,08 p=0,22
ns ns ns
versus IRISED versus IR/ISED versus IRISED
Anexos
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TNF-alfa (SOROQ)
SHAM IR/SED
41 0,6
8,2 45
0 18,7
0,0 13,2
9 243
17 15,3
35,3
2453
11,1
Média 3,8 16,0
SD 4.0 10,5
SEM 1,2 29
p<0,05VS
sham
IL-1beta
SHAM IR/SED
25,386 46,164
27,408 36,621
27,922 43,702
38,929
30,546
35,486
36,052
Média 26,91 38,21
SD 1,34 5,28
SEM 0,77 2,00

%

IR/TREIN
11,9
9,0
0,6
45
3.3
17,0
29
234

9,1
7.9
2.3

p<0,05 VS

IR/SED

IR/TREIN
28,44
36,052
31,62
27,408
24 397

29,58
4,44
1,99

-22.59

p=0,0047 p=0,014

versus
SHAM

versus IR/SED

ns versus SHAM

IL-10

SHAM IR/SED
4090 2695
6441 8142
706,9 4770
5644 3768
5158 8991
Média 568,0 567,3
SD 1152 2758
SEM 51,5 1233
ns
versus
SHAM

IR/TREIN

628,7
3876
626,7
4325
2547

466,0
161,4
72,2
ns

versus

SHAM
IRISED

Peso corpoéreo

IR/SED IR/TREIN

465
375
375
435
425

meédia

SD 39,37

SEM

17,61

375
335
335
325
405

415,00 355,00

33,91

15,17
p=0,032
versus IR/SED
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Contagem de leucdcitos circulantes

Sedentarios Treinados
TOTAL MONO NE EO TOTAL MONO NE EO
3,45 3,11 0,35 0,00 10,70 8,45 2,03 0,21
440 3,78 0,62 0,00 555 4,94 0,56 0,06
3,40 2,65 0,71 0,03 8,00 7,36 0,64 0,00
8,40 5,80 2,44 0,17 9,30 7,72 1,58 0,00

8,65 7,35 1,21 0,09
Média 5,66 4,54 1,06 0,06 8,39 7,12 1,20 0,07
SEM 1,18 0,89 0,37 0,03 1,09 0,76 0,36 0,05
nsvs SED nsvs SED nsvs SED nsvs SED
p=0,14  p=0,0697 p=0,8 p=0,087

Sedentarios Treinados
TOTAL MONO NE EO TOTAL MONO NE EO
17,05 14,83 2,22 0,00 17,75 15,711 1,95 0,09
19,80 12,28 713 0,40 16,30 12,71 3,42 0,16
14,10 12513 1,90 0,07 21,50 19,67 1,51 0,11
16,80 14,28 244 0,08 22,50 19,46 2,93 0,11
14,50 10,73 3,26 0,51
16,94 10,70 2,74 0,11 17,10 13,77 2,99 0,34
1,04 2,73 1,18 0,07 18,80 16,54 2,16 0,09
18,35 15,51 2,60 0,20
1,07 1,27 0,28 0,06
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