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As neoplasias esofagicas passiveis de tratamento por radioterapia podem
induzir sequelas clinicas importantes como a pneumonite radioinduzida e a
fibrose pulmonar. E sabido que os exercicios fisicos promovem uma sequéncia
de liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, com diminuicdo dos efeitos
deletérios das desordens cardiovasculares e promocao de efeito protetor contra
as doencas associadas a inflamacéao sistémica. Diante deste fato, o presente
estudo teve o objetivo de verificar se a atividade fisica pré-radioterapia possuli
elementos radioprotetores, medindo-se a ativagao de citocinas pro-inflamatoérias
como a interleucina-6 (IL-6), fator transformador de crescimento-beta (TGF-B),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e quinase de proteina beta (IKK), por
meio da analise de Western Blotting (WB). Para isto, foi realizado um estudo
randomizado empregando 28 ratos Wistar Hannover, machos, com idade média
de 90 dias e e peso aproximado de 200 gramas. Os animais foram divididos em
3 grupos. Gl (grupo controle), Gll (grupo que foi submetido a radioterapia e
sacrificado no 1° dia pos-radioterapia — Glla ou sacrificado no 7° dia pos-
radioterapia — Gllb) e Glll (grupo que realizou atividade fisica e radioterapia e
foi sacrificado no 1°dia pdés-radioterapia- Gllla ou sacrificado no 7°dia pés-
radioterapia- Glllb). A atividade fisica do grupo Glll consistiu em natagéo,
durante 8 semanas (carga zero, 3 vezes por semana, cerca de 30 minutos).
Apé6s tal atividade fisica, Gll e Glll foram submetidos a irradiacao por
cobaltoterapia, dose Unica de 3,5 grays em corpo inteiro. Todos os animais
foram sacrificados por overdose de pentobarbital, de acordo com o tempo de
analise de citocinas, e em seguida, um fragmento do lobo inferior do pulmao
direito foi foi analisado por WB. Como resultado, a expressdo das citocinas
IKKB, TNF-a e IL-6 induzidas por radiacdo no pulm&o foi menor nos animais
que se exercitaram e que foram sacrificados no 7°dia pds-radioterapia (Gllib),
com significancia estatistica através do teste de ANOVA (p<0,05). No entanto, o
exercicio ndo alterou o aumento induzido pela radiagdo em relagédo a TGF-p.
Concluiu-se que a atividade fisica possui elementos radioprotetores, pois houve

menor aumento de IKKB, TNF-a e IL-6 nos grupos pos-atividade fisica (Glllb),
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com sugestdo de menor inflamacdo e lesdo tecidual pds-radioterapia.
Possivelmente nao houve significancia estatistica em relacdo a TGF-B, pois tal
citocina tem papel preponderante numa fase mais tardia de injuria tecidual, ou
seja, na fibrose pulmonar. Além disso, as citocinas analisadas mostraram-se

bons marcadores para mensurar a resposta inflamatéria tecidual pulmonar.
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Esophageal neoplasms amenable to treatment by radiation therapy may induce
important clinical radioinduced sequelae as pneumonitis and pulmonary fibrosis. It
is known that exercise promotes a sequence of release of proinflammatory
cytokines, decreasing the deleterious effects of cardiovascular disorders and
promotion of protective effect against diseases associated with systemic
inflammation. Given this fact, this study aimed to determine whether physical
activity pre-radiotherapy has radioprotective elements by measuring the activation
of proinflammatory cytokines such as interleukin-6 (IL-6), transforming growth
factor-beta (TGF-B), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and beta protein kinase
(IKKB) by means of Western Blotting (WB) analysis. For this, we performed a
randomized study using 28 male Wistar Hannover rats, males with a mean age of
90 days and and weighing approximately 200 grams. The animals were divided
into 3 groups. Gl (control group), Gll (group underwent radiotherapy and sacrificed
on day 1 after radiation therapy - Glla or sacrificed on day 7 post-radiotherapy -
Gllb) and Glll (the group that performed physical activity and radiotherapy and was
sacrificed on day 1 post-radiotherapy-Gllla or sacrificed on day 7 post-
radiotherapy-Gilllb). The physical activity of the group GllIlI consisted of swimming
for 8 weeks (zero load, three times per week, about 30 minutes). After this activity,
Gll and Glll were subjected to irradiation by cobalt, a single dose of 3.5 Gy of
whole body. All animals were sacrificed by an overdose of pentobarbital, according
to the analysis time of cytokines, and then a fragment of the lower lobe of right lung
was analyzed by WB. As a result, the expression of cytokines IKK B, TNF-a and IL-
6 induced by radiation in the lungs was lower in the exercised animals and that
were sacrificed on day 7 post-radiotherapy (Glllb), with statistical significance by
ANOVA test (p<0,05) . However, the exercise did not affect the increase induced
by radiation in relation to TGF-B. It was concluded that physical activity has
radioprotective elements because there was a lower increase of IKK 8, TNF-a and
IL-6 in post-exercise groups (Glllb), with suggestion of less inflammation and
tissue injury after radiation therapy. Possibly there was no statistical significance in

relation to TGF-B, as this cytokine plays an important role in a later phase of tissue
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injury, namely pulmonary fibrosis. Furthermore, the cytokines analyzed proved to

be good markers to measure the pulmonary inflammatory response.
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1.1-Consideracoes gerais sobre cancer esofagico

Céancer esofagico (CE) ainda permanece uma ameacga a saude. Este
tipo de céncer tem tido atencao especial nas ultimas trés décadas por causa da
mudanca dos perfis epidemioldgicos e 0 aumento das opgdes de tratamento. No
mundo inteiro € a sexta causa de o6bito por cancer (LIAO et al., 2007). Além disso,
é considerada uma malignidade virulenta, associada a um tempo de sobrevida de

cinco anos em aproximadamente 5% dos casos (D’AMICO, 2007).

Nos dultimos anos houve um aumento de 350% dos casos de
adenocarcinoma do eséfago inferior e da juncao gastroesofagica. Adenocarcinoma
tem sido associado a obesidade, doenga do refluxo gastroesofagico e eséfago de
Barret (LIAO et al., 2007). Ja carcinoma esofagico de células escamosas é um dos
tumores mais malignos, apresentando alta mortalidade. A maioria dos pacientes
apresenta retardo do curso da doenca e o tempo de sobrevida é pouco. A taxa dos
cinco anos de sobrevida é em torno de 10 a 20% nos grupos de pacientes com
carcinoma esofédgico de células escamosas avancado (estagio Ill) tratados com
cirurgia como a modalidade priméria (CAO et al., 2009). Segundo o American Joint
Committee on Cancer, a taxa de sobrevivéncia dos cinco anos poés-operatdrios
para carcinoma esofdgico de células escamosas no estagio | € aproximadamente
90%, mas isto decresce para 45% no estagio Il, 20% no estagio Ill e somente 10%
nos pacientes no estagio IV da doenca (TAKEUCHI et al., 2010).

A prevencao do cancer é um sistema de varias medidas com o objetivo
de evitar tal doenca. A prevengcao do cancer primario inclui a identificagcdo ou a
destruicdo dos fatores de risco conhecidos. Os principais desses fatores sao:
tabagismo, dieta inadequada, consumo excessivo de alcool, fatores ocupacionais,
poluicdo ambiental, radiacdo eletromagnética, infeccdo, medicamentos e
inatividade fisica. Sabe-se atualmente que aproximadamente de um a 30% dos
tumores malignos podem ser evitados através da implementagdo de varias
medidas preventivas como, por exemplo, a exclusdo de tais fatores de risco
(ULECKIENE et al., 2008).
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1.2- Terapia multimodal para o tratamento de cancer esofagico

Recentemente, a terapéutica para tais pacientes tem sido bem
estudada, incluindo o surgimento de terapias neoadjuvantes. Esofagectomia foi a
melhor conduta para o CE por décadas (EARLAM e CUNHA-MELO, 1980;
MULLER et al., 1990; MIYATA et al., 2009), porém o resultado somente da cirurgia
para CE avangado local €, infelizmente, insatisfatério (MIYATA et al., 2009). Para
melhorar tal prognéstico, terapia multimodal, incluindo cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, tem sido introduzida (ARNOTT et al., 1992; ANDO et al., 1997,
KELSEN et al., 1998; BERNARD et al., 2001; MIYATA et al., 2009). Uma das
estratégias mais promissoras entre as terapias multimodais no estagio avancado
da doenca é a radioquimioterapia (RQT) neoadjuvante seguida por resseccao
cirurgica (MIYATA et al., 2009). Especula-se que a RQT aumente a taxa de
ressecgdo, com obtencdo de margens de seguranca mais claras, além de reduzir
a reincidéncia local e metastases (CAO et al., 2009; TERCIOTI JUNIOR et al.,
2011). Os avancos da técnica de radioterapia em particular, segundo LIAO et al.
(2007), permitem atingir mais precisamente o volume tumoral e preservar o tecido
normal, com consequente melhora dos resultados apresentados. Pneumonite por
irradiacao é uma das maiores complicacées neste tipo de cancer em pacientes
tratados com RQT definitiva (ASAKURA et al., 2010).

RQT pré-operatéria e esofagectomia estdo associadas a 2% a 18% de
mortalidade, geralmente secundaria a sepse, pneumonia e sindrome da angustia
respiratéria aguda (ADELSTEIN et al., 2000; CHOI et al., 2004). As complicagdes
pulmonares sdo as mais sérias morbidades apds esofagectomia e a causa
principal de mortalidade pds-operatéria entre os pacientes tratados com cirurgia
para cancer de es6fago. A incidéncia de complicagdes pulmonares poés-
operatorias é de 30% ou maior e a taxa de mortalidade intra-hospitalar € de 55%
(LAW et al.,, 2004). Fatores de risco como debilidade orgénica, baixa fungdo

pulmonar e idade avangada tém sido usados para selecionar de forma criteriosa
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0s pacientes para cirurgia (FANG et al., 2003). Além disso, o tempo prolongado de
cirurgia e perda sanguinea excessiva esta associado ao aumento da morbidade e
mortalidade ap6s esofagectomia (FANG et al., 2003; LIAO et al., 2007).

O pulmédo é o 6rgao de maior dose-limite para cancer dentro da
radioterapia da regido toracica (GEARA et al., 1998; SAKAI et al.,, 2008). A
graduacdo da dose de radiacdo é frequentemente limitada pela tolerdncia a
radiacao dos tecidos normais. A graduacao da dose, entretanto, também leva a
exposicdo excessiva dos 6rgdos com maior risco, como o pulmao, coracgao,
es6fago e medula espinhal (STROIAN et al., 2008; JIN et al., 2009).

Radioterapia convencional com doses na faixa de 60 a 70 grays (Gy) é
frequentemente insuficiente para erradicar o tumor com uma faixa de controle
anual de somente 10 a 20% (LEE et al., 2006a; THOMAS et al., 2008). A escala
de dose de radioterapia é uma aproximagao, mas é limitada pela baixa tolerancia
do tecido pulmonar normal adjacente. Pneumonite por radiagdo, a qual representa
a fase aguda da injuria pulmonar radioinduzida, é a maior toxicidade dose-limitrofe

na radioterapia para tais tumores (RUBE et al., 2008).

A primeira unidade de cobalto (Gravicert), foi desenhada por Lazl6
Bozdky sete anos apds a primeira instalagdo mundial de unidade de cobalto no
Canada. A energia de megavoltagem da base do cobalto 60 (**Co) - média: 1,25
megaeletrovolts (MeV) resultou em tratamentos mais sucedidos de tumores mais
profundos comparados com a terapia de raio-x. Nas duas-trés décadas seguintes,
apesar de largamente utilizada as altas energias dos aceleradores lineares, a
teleterapia por ®°Co significou um tratamento moderno por radiacdo pelo mundo
todo. Melhora da qualidade das técnicas de radiagdo necessitavam localizacao
exata do tumor e o desenvolvimento de métodos de tratamento. No comeco, a
localizagcdo foi realizada por maquinas de radiografia, enquanto o plano de
tratamento era feito manualmente. Em 1965, o tipo de unidade de cobalto Rotacert
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foi utilizado na Hungria. Esta maquina ja era capaz de realizar irradiacdo em
direcbes multiplas e trabalhar em modo rotativo. Este modelo de aparelho foi
copiado em outros paises e, com isso, instalado em outros centros de
radioterapia. A qualidade dos tratamentos foi melhorado significativamente e pela
introducdo do plano de tratamento computadorizado e respaldado pelo National
Treatment Planning Network em 1978 foi um passo importante nesse processo. O
proximo desenvolvimento importante foi o comeco da imagem de tomografia
computadorizada baseada no plano de tratamento em 1981. Com a utilizacdo em
larga escala dos modernos acelerados lineares, o uso das unidades de
cobaltoterapia sofreu um declinio, mas agora, entretanto, aproximadamente 2500
unidades ainda s&o utilizadas mundialmente. Sua utilizagdo poderia ser
aumentada pela expansao dos estudos concernentes ao tumor (GYARMATHY et
al., 2008).

Desde o advento da teleterapia, tanto as técnicas de tratamento quanto
de equipamentos melhoram significativamente e protocolos foram estabelecidos
tanto para os operadores, quanto para o publico alvo devido a exposicdo a
radiacdo. Muitas publicacbes tém sido avaliadas ao longo dos anos para elucidar
os efeitos destas mudancas nas técnicas protetoras (FACURE et al., 2010).

1.3- Injuria pulmonar radioinduzida

De acordo com a literatura, a descricdo classica de injaria pulmonar
radioinduzida se da em duas fases clinicas distintas: pneumonite e fibrose
pulmonar. A descri¢cdo original por Rubin e Casseratt (RUBIN e CASSERATT,
1968) e colaboradores (COGGLE et al., 1986) divide o quadro clinico da resposta
a radiacdo em trés fases: 1) fase inicial onde existe um periodo latente de
pneumonite que ocorre no primeiro més; 2) fase intermediaria, com uma
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pneumonite aguda (exsudativa — terceira semana a varios meses); 3) fase tardia,

(com fibrose — a partir do sexto més).

A fase inicial ou latente resulta em perda de pneumacitos alveolares do
tipo I, culminando em um epitélio desnudo com mudancgas estruturais significativas
subsequentes aos corpos lamelares dos pneumacitos do tipo Il (precursores das
células do tipo | alveolares), os quais secretam o surfactante. A perda de
surfactante também causa a transudacao de proteinas séricas para dentro dos
alvéolos (MOLLIS e VAN BEUNINGEN, 1991). Nas primeiras semanas pés-
irradiacdo, nenhuma mudangca €& observada a microscopia Optica. Com o
microscépio eletrénico podem ser observadas mudancas degenerativas de células
tipo | e Il, permeabilidade capilar aumentada, espessamento da membrana basal,
além de mudangas endoteliais. Ainda ha o edema do espaco intersticial e um
namero aumentado de macréfagos alveolares. Essas alteragbes sdo dose-
dependentes e somente aparecem acima da dose limitrofe (MORGAN et al.,
1995).

A fase intermediaria da pneumonite aguda pode ser observada ao
microscopio éptico. E caracterizada por um extravasamento de proteinas dentro
do espaco alveolar, espessamento do septo alveolar, edema intersticial, alteracéo
capilar e mudancas nos pneumdécitos do tipo Il e macrofagos alveolares
(MORGAN et al., 1995).

A fase tardia da fibrose é caracterizada pela perda de capilares,
juntamente com a diminuicdo dos pneumdcitos tipo | e eventualmente o retorno
dos pneumdcitos do tipo Il. Além disso, também é constatado um aumento da
deposicao de colageno (MORGAN et al., 1995). O tempo de deposicdo do
colageno varia de acordo com a espécie e a linhagem do animal, sugerindo uma
variabilidade genética (DOWN e STEEL, 1983; MORGAN et al., 1995). A fibrose é

uma consequéncia comum da inflamag&o crénica ou injuria. Fibrose pulmonar
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pode resultar de uma reparagdo anormal ap6s uma resposta inflamatéria aguda. O
processo de reparagdo iniciado por um insulto tissular é ativado por células
especificas a fim de produzir mediadores biolégicos importantes como as citocinas
e fatores de crescimento e quimiocinas, 0s quais manejam e permeiam a maioria
dos aspectos da resposta inflamatéria. Consequentemente, a regulagcédo alterada
da producdo dessas citocinas inflamatérias e quimiocinas ap6s a injuria e
reparacdo tecidual, contribuem de maneira significativa para a fibrose
(JOHNSTON et al., 2002). A fibrose permanente leva de seis a 24 meses para se
estabelecer, mas geralmente permanece estavel apds dois anos (MOVSAS et al.,
1997). Apesar da incidéncia de fibrose pulmonar depender de varios fatores
clinicos, incluindo dose total, dose por fracdo e a combinacdo de radioterapia e
quimioterapia, o risco de fibrose permanece influenciado por fatores especificos
individuais e inerentes (GEARA et al., 1998; SAKAI et al., 2008).

Os sintomas clinicos da pneumonite causada por radiacdo incluem
dispneia, tosse, febre e até débito por faléncia respiratéria. Estes sintomas ocorrem
aproximadamente um més ap6s o término da radioterapia (RUBE et al., 2008; YU
et al., 2008).

1.4- Citocinas pré-inflamatérias pulmonares

Como o pulmdo é um érgao muito radiossensivel, o prejuizo da
radioterapia, tanto para es6fago quanto para pulmao per si, pode levar a sérias
complicagdes a mais de 50% desses pacientes submetidos a radioterapia.
(NOVAKOVA-JIRESOVA et al., 2005). As citocinas inflamatérias sdo a chave para
melhorar e otimizar os efeitos da pneumonite causada por irradiacdo pulmonar
(SAKAI et al., 2008).
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Embora haja o ajuste dos parametros como a média da dose de
irradiacdo, o volume irradiado e a dose por fracdo para minimizar o risco de
pneumonite aguda por irradiacdo (BENTZEN et al., 2000; ARPIN et al., 2009), a
susceptibilidade individual para a toxicidade da radioterapia toracica permanece
significante, direcionando pesquisas para os marcadores intrinsecos biolégicos do
paciente. Em particular, tem-se sugerido o envolvimento precoce de certas

citocinas na ocorréncia de pneumonite durante a irradiagcao (ARPIN et al., 2009).

Segundo BAO et al. (2009), os estudos mostram que citocinas pro-
inflamatérias como a interleucina (IL)-6, fator transformador de crescimento —
betal (TGF-B1) e fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a) desempenham um papel
muito importante, tanto diretamente quanto indiretamente, na injuria pulmonar
induzida por irradiacdo e o processo consequentemente de fibrose. Ap6s o dano
tissular inicial radioinduzido, esses citocinas podem causar inclusive um influxo de
producédo de macréfagos e outras células inflamatorias (KYAS et al., 2007; BAO et
al., 2009). Além disso, espécies reativas do oxigénio (ERQO) induzidas por essa
resposta inflamatéria desempenham um importante papel na inducao do dano de
acido desoxirribonucléico (DNA), tanto na irradiacao localizada, quanto na de
corpo inteiro (CALVELEY et al., 2005). Esses radicais livres sdo muito instaveis e
reagem rapidamente com outros grupos ou substancias no organismo, levando,

portanto, a injaria celular ou tissular (LIU et al., 2009).

De acordo com muitos estudos, a proteina beta quinase (IKKf) também
desempenha um papel preponderante na inflamacédo (LIXUAN et al., 2010).
Funcbes bem documentadas de IKKp, incluem a ativagdo do fator de transcricao
nuclear - kappa B (NF-KB) pela via classica através de fosforilagdo dos inibidores
de IKKB (HACKER e KARIN, 2006; SCHEIDEREIT, 2006; PERKINS, 2007).
Fatores de transcricdo NF-KB desempenham um papel importante no equilibrio
entre as células saudaveis e apoptose e estdo envolvidas na regulagdo da
proliferacdo e desenvolvimento celular ou diferenciagéo de varios tipos de células
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(HAYDEN e GHOSH, 2004; PERKINS e GILMORE, 2006). Mudancas na atividade
e/ou regulacao de IKKB e NF-KB s&o constatadas em muitas doengas associadas
a inflamacao aguda ou crénica e mais recentemente tornou-se evidente que NF-

KB apresenta uma maior atividade constitutiva ou regulatéria anormal em varias
formas de cancer (SCHMID e BIRBACH, 2008).

Ainda tomando-se por base as fungbes do NF-KB, este regula a
expressao de genes da maioria de citocinas pré-inflamatérias, como por exemplo,
TNF-a, IL1-B, quimiocinas, proteinas inflamatorias macrofagicas (MIP-2), entre
outros, os quais desempenham um papel na injuria pulmonar (CHOPRA et al.,
2009). Além disso, a ativacdo de NF-KB €& necesséaria para uma resposta de
defesa eficiente por parte do organismo, porém uma excessiva ativagcdo desta
proteina resulta numa resposta inflamatéria exagerada dos pulmdes e até mesmo
de outros 6rgaos (FAN et al., 2000; CHOPRA et al., 2009). A ativacdo de NF-KB
contribui para o acumulo de neutréfilos e da expressao e da expressao de IL1-
B, TNF-a e MIP-2 nos pulmdes injuriados de ratos (SHENKAR e ABRAHAM,
1997), e ainda desempenha um papel importante na apoptose (como citado
anteriormente), através da regulagcédo da expressao dos genes envolvidos na morte
celular (CHOPRA et al., 2009).

Os ativadores de NF-KB, como TNF-a e IL-1, aumentam a producao
celular de ERO pela mitocondria. O acumulo de neutréfilos nos pulmbes leva a
uma concentracao local aumentada de ERO e citocinas pré-inflamatérias como
resultado de apoptose tardia (CHOPRA et al., 2009).

Em relagdo as vérias citocinas inflamatérias, TGF-p1 e IL-6 séo
consideradas umas das mais importantes. Estas duas proteinas estao envolvidas
de maneira significativa na patogénese da toxicidade pulmonar radioinduzida e
podem ser muito Uteis em predizer os resultados dos pacientes com esta patologia
(YU et al.,, 2008). O valor preditivo de TGF-B1 na toxicidade pulmonar foi
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primeiramente reportado por ANSCHER et al. (1993) em pacientes com cancer de
mama avangado tratado com altas doses de quimioterapia e transplante de
medula 6ssea. TGF-B € provavelmente a citocina mais importante responsavel
pela reagédo fibrética no tecido previamente normal, seguido de exposicao a
radiacdo (PELTON e MOSES, 1990; RUBE et al., 2000). TGF-p é auto-indutiva e
quimiotatica para mondcitos e macréfagos e ainda pode aumentar o nivel de fator
de crescimento no local da injiria. E um potente quimioatrativo para fibroblastos e
estimula a producéo de colageno (ROBERTS et al., 1986; RITZENTHALER et al.,
1993), além de aumentar o acumulo de matriz extracelular pela inibicdo da
degradacdo da matriz e induz uma diferenciagdo terminal prematura de
fibroblastos progenitores dentro dos fibrocitos pos-mitéticos. A indugao estimulada
desta citocina através deste processo de diferenciacdo terminal de fibroblastos /
fibrécitos leva entdo a um acumulo de fibrécitos pds-mitéticos capazes de

promover a sintese colagena (RUBE et al., 2000).

A IL-6 é outra citocina pré-fibrotica e imuno-modulatéria que
desempenha um dos maiores papéis na reacao inflamatéria. No parénquima
pulmonar, a IL-6 é sintetizada por uma larga variedade de células, incluindo
macro6fagos alveolares, pneumdécitos do tipo Il, linfécitos T e fibroblastos. Algumas
evidéncias indicam que a concentragdo de IL-6 é relativamente elevada em
pacientes submetidos a radioterapia toracica (BARTHELEMY-BRICHANT et al.,
2004; ARPIN et al., 2005; TSOUTSOU e KOUKOURAKIS, 2006). Além disso,
niveis elevados de IL-6 circulante durante a radiacdo tém sido relacionados ao
risco aumentado de toxicidade pulmonar radioinduzida (CHEN et al., 2001).

TNF é uma citocina quimioatrativa muito forte para células inflamatérias,
induzindo essas células ao aumento da aderéncia para o endotélio, através da

otimizacao da sua exposi¢ao de moléculas de adesao (SAKAI et al., 2008).
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1.5- Atividade fisica

Exercicio fisico reduz os efeitos deletérios das desordens
cardiovasculares e inflamatérias. Atualmente o estilo de vida saudavel tem sido
associado com a pratica regular de atividade fisica. Evidéncias mostram que esta
pratica faz com que o individuo tenha mais longevidade, além de diminuir o grau
de morbidade e mortalidade. Exercicio fisico previne ou reduz os efeitos maléficos
de condigdes patoldégicas, como a hipertensdo arterial, doenca arterial
coronariana, aterosclerose, diabete mellitus, osteoporose, além de doenca de
Parkinson e Alzheimer. A atividade fisica de intensidade moderada também
demonstra melhora na funcdo cardiorrespiratéria como uma consequéncia da
reducdo da pressao arterial e da freqiéncia cardiaca, aumento do consumo
maximo de oxigénio e otimizagdo da regulacdo de enzimas oxidativas. Mais
recentemente, evidéncias tém demonstrado que a atividade fisica regular exerce
efeitos protetores contra doencgas associadas a inflamacéao sistémica (PETERSEN
e PEDERSEN, 2004; MUSSI et al., 2008).

Segundo NIEMAN (2000), ha uma relacdo extensa entre perturbagao
na contagem de células sanguineas brancas com exercicio de resisténcia de alta
intensidade e prolongado (aumento na contagem de granuldcitos e mondcitos,
declinio no numero de linfocitos e aumento na relagdo neutréfilos/linfécitos). Para
tanto, muitos mecanismos estao envolvidos, incluindo o horménio do estresse no
exercicio e concentracdo de citocinas, mudancas na temperatura corporal,

aumento do fluxo sanguineo e apoptose de linfécitos.

Exercicios que induzem a injaria da célula muscular causa uma
sequéncia de liberagao de citocinas proé-inflamatérias, como : TNF-a , IL-1B E IL-6,
seguida muito pouco por citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e IL-1 (GANNON
et al., 1997). TNF-a e IL-1p estimulam a producdo de IL-6, 0 que induz a fase
aguda da resposta inflamatéria (BRUUNSGAARD et al., 1997; NIEMAN, 2000).
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Alguns estudos ja demonstraram que o dano do musculo esquelético
devido ao exercicio fisico leva a produgdo de citocinas inflamatérias
(BRUUNSGAARD et al., 1997; OSTROWSKI et al., 1998; COLBERT et al., 2001).

Estudos sobre maratonistas e outros atletas que praticam atividade
fisica de resisténcia, indicam que o treino prolongado e intensivo causa inimeras
alteragbes na imunidade e quando combinado como outros fatores de estresse,
aumenta o risco de infeccdo das vias aéreas superiores. Dentre os estresses
fisiolégicos, pode-se mencionar o aumento de citocinas pré e anti-inflamatorias,
como IL-6, IL-1, IL-10 e IL-8, aumento de granulécitos, mondcitos e macréfagos
inflamatérios (NIEMAN, 2007).

Em vista da escassez de trabalhos sobre a atividade fisica e seus
efeitos radioproterores, tal estudo justificou-se pela necessidade de esclarecer se
a atividade fisica minimiza as complicagdes da radioterapia toracica. Portanto, o
estudo em questao relacionou a atividade fisica aerdbia de ratos da raca Wistar ao
possivel incremento do condicionamento cardiopulmonar, a fim de verificar a

potencial diminuigdo da injuria pulmonar pés-irradiagao.
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2- OBJETIVOS
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Este estudo teve como objetivos verificar se a atividade fisica pré-
radioterapia possui elementos radioprotetores, além de mensurar a ativacao
radioinduzida de citocinas pré-inflamatérias como IL-6, TNF-a, TGF- e IKK

atraveés da técnica de Western Blotting.
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3- MATERIAIS E METODO
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Animais

Apbs a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), cujo nimero de
protocolo é 1349-1 (anexo 1), foi realizado um estudo experimental na Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP, com 28 ratos da linhagem Wistar-Hannover,
machos, idade média de 90 dias e peso de aproximadamente 200 gramas (g). Os
animais tiveram procedéncia do Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) - UNICAMP e foram
mantidos no Biotério das Faculdades Associadas de Ensino (UNIFAE) — Sdo Joao
da Boa Vista / Sao Paulo, em numero de 5 por gaiola, em cama tipo maravalha,
com 4agua filtrada e clorada ad libitum, recebendo racdo industrial Biobase®, 3

vezes ao dia.

Os animais foram randomizados em trés grupos, sendo que 0 primeiro

foi 0 grupo controle (Gl) com 4 animais.

O grupo Gll foi subdividido em subgrupo Glla, que foi submetido a
irradiacao e foi sacrificado no 1° dia pds-radioterapia (6 animais) e subgrupo Gillb,
que foi submetido a irradiacdo e foi sacrificado no 7° dia pds-radioterapia (6

animais).

O grupo GllI foi subdividido em subgrupo Gllla, que realizou atividade
fisica aerébia antecedente a irradiacéao e foi sacrificado no 12 dia pos-radioterapia
(6 animais) e subgrupo Glllb, que realizou atividade fisica aerébia antecedente a
irradiacao e foi sacrificado no 7° dia pos-radioterapia (6 animais).

Atividade Fisica
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Os animais do Glll foram submetidos a natacdo durante 8 semanas,
divididas em 3 sessbes cada, carga zero, com duracdo de 30 minutos cada
sessdo na semana inicial, progredindo 2 minutos a cada semana, sendo que a
ultima totalizou 44 minutos. Os animais, em numero de 6, permaneceram em
tanques de vidro, com 120 x 60 x 120 centimetros (cm) - comprimento, largura e
altura, respectivamente - de dimensdo, e contendo agua da rede de
abastecimento do Biotério do Centro Universitario das Faculdades de Ensino
(UNIFAE), em temperatura ambiente. A foto dos animais realizando natacao pode

ser visualizada na figura 1.

Figura 1: Animais do estudo realizando natacao.
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Irradiacao

Apés o treinamento fisico dos animais do grupo Glll, e, juntamente com
0os animais do grupo Gll, foram submetidos a radiagdo gama em aparelho de
telecobaltoterapia, da marca Alcyon 11®, com energia de 1,25 MeV, contendo fonte
de #°CO com rendimento de 67,77 cGy/min (centigray por minuto), em campo de
10 x 10 cm, a distancia de 80 cm da fonte, utilizada irradiagdo isocéntrica. Na
ocasido da exposicdo a radiacdo, os animais foram colocados em caixa de
madeira de 10 x 10 x 10 cm (altura, comprimento e profundidade,
respectivamente), com tampa também de madeira e divisbes internas que
possibilitaram a imobilizacdo dos mesmos e, portanto, sem a necessidade de
anestesia. A visualizagdo da caixa de madeira pode ser observada na figura 2.
Foram irradiados com a dose de 3,5 Gy em corpo inteiro, calculado em todo
volume corporal, com a técnica de paralelo oposto, num campo de 10 x 10 cm,
com distancia fonte-superficie de 75 cm e distancia fonte-ponto de calculo de 80

cm.

Figuras 2: Caixa de madeira para irradiagcdo dos animais.
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Western Blotting

Apos a irradiacao, todos os animais foram sacrificados por overdose de
pentobarbital, de acordo com o tempo para a andlise das citocinas: no periodo de
1 dia (Gl, n=2; Glla, n=6 e Gllla, n=6) ou 7 dias (Gl, n=2; Gllb, n=6 e Glllb, n=6),
e os pulmdes foram retirados. Foram utilizados como amostra os lobos inferiores
pulmonares direitos de todos os animais e estes foram conservados em
refrigeracdo a —80°C para analise imunohistoquimica das respectivas citocinas
pro-inflamatérias: IL-6, TGF- e TNF-a e IKK.

Extracao de Tecido e Analise Protéica por Immunoblotting:

Os fragmentos pulmonares dos ratos com e sem radioterapia foram
homogeneizados em tampéao de extragdo, com um polytron PTA 20S (Brinkmann
Instruments modelo PT 10/35). Este tampéao é composto de Triton-X 100 1%, TRIS
(PH 7,4) 100mM, pirofosfato de so6dio 100mM, fluoreto de sddio 100mM, EDTA
10mM, ortovanadato de sédio 10mM, PMSF 2mM e aprotinina 0,1mg/ml, a 4°C.

As amostras foram submetidas a centrifugagédo (12.000 rpm a 4°C por
20 minutos) para a remogao do material insoluvel. A concentragdo protéica das

referidas amostras foi determinada através de leitura por espectrofotémetro.

As amostras obtidas, receberam tampao contendo DTT 100mM e
aquecidos em agua fervente por 5 minutos, foram submetidas a eletroforese gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE 6,5%), tendo sido o gel balizado por marcador de
alto peso molecular da Bio Rad® (Califérnia, EUA) que contém: miosina (206 kDa),
B-galactosidase (116 kDa), albumina de soro bovino (80 kDa) e ovalbumina (49,5
kDa). A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad®, com solugdo
tampé&o para eletroforese previamente diluida. O SDS-PAGE sempre submetido a
20 volts inicialmente até a passagem pela fase de empilhamento (stacking) e 100

volts até o final do gel de resolugéo (resolving).
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A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente
para uma membrana de nitrocelulose, através de um aparelho também da Bio

Rad® por 90 minutos a 120 volts.

As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas em
solucdo bloqueadora (leite desnatado Molico® (Sdo Paulo, Brasil) 5%, Tris 10mM,
NaCl 150mM e Tween 20 0,02%) por duas horas a temperatura ambiente. Apés
lavadas em solucdo basal, estas membranas foram entdo incubadas com
anticorpos especificos. Mantidas a 4°C overnight sob agitacdo continua, as
membranas foram, outra vez, lavadas com solucao basal. A seguir, as membranas
foram incubadas com 60 pl de proteina A marcada com '2°| durante duas horas a

temperatura ambiente e lavadas novamente.

A proteina A marcada com iodo radioativo se liga aos anticorpos e pode
ser detectada e visualizada em autoradiografias usando intensificadores, e
mantidos a -80°C por 12 a 48 horas. Os anticorpos especificos deste estudo foram
obtidos através do Fundo de Apoio ao Ensino, a Pesquisa e a Extenséo
(FAEPEX)-UNICAMP.

Uma vez identificadas as bandas das autoradiografias procedeu-se a
leitura por densitometria éptica. A partir de entdo foi realizada a analise dos dados,
comparando-se o tecido do animal controle com o outro em experimento de
maneira que sempre houve controle intra-experimento. Os resultados foram

descritos como variagao percentual dos diferentes grupos.

Analise estatistica

Todos os dados numéricos foram expressos como médias + SEM do
numero indicado de experimentos. Os resultados dos blots foram expressos como
comparagOes diretas das bandas ou spots em autorradiografias e quantificados
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por densitometria dptica (Scion Image). A andlise estatistica foi realizada através
do teste de ANOVA com Bonferroni post test. Em todos os procedimentos

estatisticos, o nivel de significancia foi pré-fixado em p<0,05.
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4- RESULTADOS
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Para todas as citocinas estudadas, ndo ocorreu diferenga significativa
entre os grupos Glla e Gllla, ou seja, no primeiro dia pés-irradiacdo, em relagao
ao grupo Gl (controle).

Em relacdo a IKKB, houve maior expressao de tal proteina no Gllb,
seguido do Glllb. Houve significancia estatistica (p<0,05) do Gllb em relagédo ao
Gl, assim como do Glllb em relacdo ao Gl e também do Glllb em relagdo ao Gillb.
Isso significa que a IKKB apresentou uma resposta maior no 7° dia pos-irradiagéo,
independente da atividade fisica ou ndo, em relacdo ao 1° dia. Contudo, a
elevacao da IKKB no 7° dia pds-irradiacao no Glllb, foi significativamente menor
em relacdao ao grupo Gllb. O registro da expresséo tecidual de IKKB estudada

pode ser vista na figura 3.
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Figura 3: (A) /munoblotting de pIKKpB. C: grupo controle (Gl). 12 dia: IR: sacrificio
do grupo que realizou somente irradiagéao (Glla) e IR Exe: sacrificio do grupo que
realizou irradiacdo e atividade fisica (Gllla). 7° dia: IR: sacrificio do grupo que
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realizou somente irradiacdo (Gllb) e IR Exe: sacrificio do grupo que realizou
irradiacao e atividade fisica (GlllIb). * p<0,05 versus Gl. # p<0,05 versus Gllb.

Em relacdo ao TNF-a, a expressdo de tal proteina apresentou o
mesmo comportamento da citocina IKKp, ou seja, a expressao de TNF-a. no Gllb e
Glllb tiveram significancia estatistica semelhantes tanto em relagdo ao Gl quanto
ao Gllb. O registro da expressao tecidual de TNF-a estudada pode ser vista na

figura 4.
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Figura 4: (B) Imunoblotting de TNF-a. C: grupo controle (Gl). 12 dia: IR: sacrificio
do grupo que realizou somente irradiagédo (Glla) e IR Exe: sacrificio do grupo que
realizou irradiacéo e atividade fisica (Gllla). 7° dia: IR: sacrificio do grupo que
realizou somente irradiacdo (Gllb) e IR Exe: sacrificio do grupo que realizou
irradiacao e atividade fisica (Glllb). * p<0,05 versus Gl. # p<0,05 versus Gllb.
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Em relacdo a IL-6, houve significancia estatistica (p<0,05) do Gllb em
relacao ao Gl, assim como do Glllb em relagado ao Gllb. Isso significa que houve
expressdao maior estatisticamente significante de IL-6 no 7° dia pés-irradiacao,
além do grupo que so6 realizou irradiacdo em relagdo ao grupo controle, como do
grupo do 79 dia que realizou irradiagao-+atividade fisica em relacao ao grupo do 7°
dia pés-irradiacdo somente. O registro da expressao tecidual de IL-6 estudada

pode ser vista na figura 5.
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Figura 5: (C) /Imunoblotting de IL-6. C: grupo controle (Gl). 12 dia: IR: sacrificio do
grupo que realizou somente irradiacao (Glla) e IR Exe: sacrificio do grupo que
realizou irradiacdo e atividade fisica (Gllla). 7° dia: IR: sacrificio do grupo que
realizou somente irradiacdo (Gllb) e IR Exe: sacrificio do grupo que realizou
irradiacao e atividade fisica (GlllIb). * p<0,05 versus Gl. # p<0,05 versus Gllb.
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Em relacado ao TGF-B, houve significancia estatistica do Gllb e Glllb em
relacdo ao Gl, porém nao houve significancia estatistica entre os grupos Gllb e
Glllb ou seja, ndo houve diferenca entre eles como ocorreu com as demais
proteinas. O registro da expressao tecidual de TGF-p estudada pode ser vista na

figura 6.
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Figura 6: (D) /munoblotting de TGF-B. C: grupo controle (Gl). 12 dia: IR: sacrificio
do grupo que realizou somente irradiacéo (Glla) e IR Exe: sacrificio do grupo que
realizou irradiacdo e atividade fisica (Gllla). 7° dia: IR: sacrificio do grupo que
realizou somente irradiacao (Gllb) e IR Exe: sacrificio do grupo que realizou
irradiacao e atividade fisica (GlllIb). * p<0,05 versus Gl. # p<0,05 versus Gllb.
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5- DISCUSSAO
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De acordo com DI FIORE et al. (2006) e TRIBOULET e MARIETTE
(2006), pacientes com carcinoma esofagico avancado devem ter a terapia
combinada a fim de prolongar o tempo de sobrevida. HERMANN et al. (2006)
concluiram que a RQT neoadjuvante pode regredir o estagio clinico do tumor e
aumentar a taxa de resseccao. Outros estudos mostraram que a RQT melhora a
qualidade de vida po6s-operatéria e prolonga o tempo de sobrevida, mas também
aumenta o risco de complicacdo e mortalidade em meédio prazo (PEDRAZZANI et
al.,2005; CAGOL et al.,2006). Esofagite que ocorre em menos de 90 dias apo6s o
inicio do tratamento, € um efeito colateral comum dos pacientes submetidos a
radioterapia para tumores toracicos (WERNER-WASIK et al., 2010).

O aumento da expresséo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6
foi semelhante em relacao a irradiacao e ao exercicio fisico, com sacrificio no 7°
dia pos-irradiacao, bem como IKKB. Tal aumento da expressdo foi menor em
todas as citocinas, incluindo TGF-B, em relacdo aos grupos que também
realizaram atividade fisica no 7° dia pods-irradiagdo. IKKB seguiu o mesmo
comportamento. RUBE et al. (2002), em estudo semelhante, diante da exposicao
de ratos a 12 Gy de irradiacao, constatou aumento significativo radioinduzido de
TNF-a no 12 pés-irradiacao, diferentemente do nosso estudo. Deve ser levada em
consideracao a alta dose de irradiacdo aplicada aos animais, que possuiam cerca
de 20 g de peso.

Os resultados de IL-6 sugerem correlacdo entre o desenvolvimento de
pneumonite pés-irradiacdo e o aumento de IL-6 no pulmao, ja que a inflamagéo
torna-se progressivamente acentuada em alguns dias pds-injdria pulmonar e uma
vez que a IL-6 é sintetizada por uma variedade de células no parénquima
pulmonar, incluindo os macréfagos alveolares, pneumécitos do tipo Il, linfécitos T
e fibroblastos pulmonares (ARNOLD et al., 1994). Apesar da pneumonite pos-
irradiacdo, CHEN et al. (2001), relataram a exclusdo de muitas evidéncias
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contidas em varios estudos sobre tal injuria pulmonar, reportadas entre 45 e 75%

dos casos.

O aumento da expressao de TGF-B s6 teve significancia estatistica dos
grupos de 7° dia pds-irradiacao em relacdo ao grupo controle. Isso talvez possa
ser justificado pelo fato do TGF-p participar do processo de fibrose, que ocorre
numa fase mais tardia (além de sete dias) da reparacao tissular. FU et al. (2001)
em estudo, concluiram que elevacao dos niveis plasmaticos de TGF-B1 ao final da

radioterapia em humanos € um fator de risco independente para injuria pulmonar.

Acredita-se que expressdo anormal de TGF-Bf1 desempenha um
importante papel na patogénese de varias doencas inflamatérias cronicas e
imunolégicas pulmonares, incluindo asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica e
fiborose pulmonar. Também é sabido que TGF-B, composta de trés isoformas
(TGF-B1, -p2 e -B3) € uma citocina multifuncional que participa de inumeros
processos bioldgicos, incluindo a proliferacdo celular, diferenciagdo, modulacédo
imune e producdo de matriz extracelular (LEE et al., 2006b). Além disso,
expressao de TGF-B1 pode ser induzida por citocinas pré-inflamatérias como IL-1
e TNF-oa. Além do mais, TGF-B, especialmente a isoforma TGF-B1, é um
importante estimulador fibrético na fibrose pulmonar. Tal fibrose representa uma
desordem no pulméo e nenhum tratamento efetivo foi avaliado até entdo. Apesar
de muitos mecanismos moleculares da fibrose pulmonar permanecerem
parcialmente esclarecidos, sintese aumentada e deposicdo de matriz extracelular
sdo categoricamente confirmadas por diversos autores em desempenharem um
importante aspecto patologico neste quadro pulmonar (CHEN et al., 2009). Além
disso, fibrose por radiagdo pode causar Obito, porém geralmente em aqueles
individuos que nao tém reserva funcional pulmonar (KONG et al., 2008).

RUBE et al. (2000) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar os

efeitos agudos e tardios da radiagdo na expressao génica do TGF-f num modelo
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de injuria pulmonar por fibrose, em ratos C57BL-6 (com oito semanas de idade e
20 g. Para tanto, esses animais foram irradiados no térax com seis e 12 Gy,
respectivamente. O tecido pulmonar dos diferentes ratos por dosagem e tempo
pos-irradiacao foi analisado através de uma combinacao das técnicas de reacao
em cadeia pela polimerase, imunohistoquimica e microscopia Optica. Apds a
radiacao toracica de 12 Gy de dose Unica, a radioinducao de TGF-B no tecido
pulmonar apareceu nas primeiras horas (uma, trés e seis horas pds-irradiacao) e
alcancou sua maior expressao apos 12 horas; subsequentemente (48, 72 horas e
uma semana poés-irradiacao), a expressao de TGF-B declinou em niveis basais.
No comeco da fase aguda (pneumonite), a estimulacao radioinduzida de TGF-
alcangcou os maximos valores de duas a quatro semanas. Neste periodo, os
pneumocitos do tipo Il e fibroblastos serviram como importante base para a
expressao génica de TGF-B. Concluiu-se que houve um aumento da expresséo de
TGF-B no tecido pulmonar de maneira aguda e duradoura, ap6s a radiacédo
toracica com 12 Gy. A localizagdo predominante de TGF-p em areas de infiltrados
pulmonares com fibrose sugere o envolvimento desta citocina na patogénese de
fibrose pulmonar radioinduzida. Porém, mais estudos sdo necessarios acerca do

papel de outras citocinas no desenvolvimento de injaria por radiagao.

MATTOS et al. (2002) também realizaram um estudo a fim de investigar
no pulmao, através do teste imunoenzimatico, a localizagdo das proteinas TGF-p1
latente e TGF-B ativa, se ocorre ativagédo radioinduzida da proteina TGF-B1 latente
e a distribuicdo das fibras colagenas em diversos periodos de tempo apds
irradiacdo. Para tanto, fizeram parte da pesquisa 32 camundongos isogénicos
(C57BL), os quais forma divididos em dois grupos. Gl (ndo-irradiado) com 12
animais e Gll (irradiado), com 20 animais. Gll recebeu radiacdo gama através da
telecobaltoterapia — ® CO, com rendimento de 0,97 Gy/minuto, dose Unica de 7
Gy em corpo inteiro. Os animais do Gl e Gll foram sacrificados por estiramento
cervical nos periodos de 1, 14, 30 e 90 dias apods irradiacdao. Os pulmbes
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irradiados apresentaram: congestao vascular e espessamento dos septos
alveolares aos 30 dias e mais intensamente aos 90 dias depois da irradiagéo;
aumento significante da deposi¢cao de colageno em todos os periodos de tempo
apos irradiagao; fora ativacao da proteina TGF-1 latente em um dia e intensa aos
14 dias depois da irradiacdo em brénquios e alvéolos. Esses resultados sugeriram
que células dos brénquios e alvéolos podem participar do complexo mecanismo

de fibrose pulmonar radioinduzida atuando com fontes da proteina TGF-B1 ativa.

Tal estudo acima descrito corrobora o de diversos autores, segundo
MATTOS et al. (2002). Em culturas de fibroblastos e pneumdcitos, a irradiagéo
induziu a sintese de TGF-B1 nestas células, segundo SMITH et al. (1967). Estudos
in vivo, em pulmdes de camundongos irradiados, mostraram a imunoexpressao da
proteina TGF-p1 ativa em fibroblastos proximos a regides que apresentavam
lesdes fibroticas (FRANKO et al., 1997) e em pneumdcitos tipo Il (RUBE et al.,
2000). No entanto, esses trabalhos ndo estudaram especificamente a ativagao in
situ da proteina TGF-B1 em pulm&o. O esclarecimento desses aspectos
histopatoldégicos ¢é critico, especialmente quando se planeja desenvolver
estratégias para evitar ou mesmo tratar a fibrose pulmonar radioinduzida. Uma
possivel estratégia € o uso de drogas antioxidantes, uma vez que a literatura
mostra que a proteina TGF-B1 ativa induz a liberacado do peréxido de hidrogénio
de fibroblastos do pulmao humano (THANNICKAL e FANBURG, 1995). Mostra
também que o aumento da oxidacao intracelular induzida pelo TGF-B1 é abolido

apds o uso de drogas antioxidantes (OHBA et al., 1994).

ANSCHER et al. (2006), realizaram um estudo com o objetivo de
determinar se a neutralizacdo de TGF-B através de anticorpo anti-TGF-f1 pode
prevenir a lesdo pulmonar induzida pela irradiagéo. Para tanto, 344 ratos da raca
Fischer fizeram parte da amostra, estratificados em um grupo controle, um grupo
com irradiacdo, um grupo com irradiacdo + 0,1 mililitro por quilograma (ml/kg) de

anti-TGF-p anticorpo 1D11 e outro grupo com irradiacao + 1,0 ml/kg de anti- TGF-
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B anticorpo 1D11. Os animais receberam doses de 8 Gy por dia durante cinco dias
consecutivos no hemitérax direito através do aparelho Therapax 320° e o
anticorpo foi administrado intraperitonealmente apds a ultima fragéo de irradiacéo.
ApOs seis semanas da irradiacdo, através de histopatologia e imunohistoquimica,
foi constatado uma significante reducao do acumulo de macréfagos e espessura
da parede alveolar nos animais que receberam uma maior dose de anticorpo.
Concluiu-se que a administragdo de uma dose unica de 1 ml/kg do anticorpo
resulta em um decréscimo das mudangas morfoldgicas, resposta inflamatéria, e
reducao da expressao e ativacao de TGF- seis semanas e seis meses apos 40
Gy no hemitérax direito. O foco no mecanismo que o TGF- desencadeia pode ser

uma estratégia interessante para prevenir lesdo pulmonar radioinduzida.

Nao houve diferenca estatisticamente significante na expressédo das
citocinas mensuradas no trabalho no 1° dia pos-irradiacdo. Tal fato talvez possa
ser justificado devido ao curto periodo para a mudanca da expressdao de tais
proteinas, as quais tornam-se alteradas quantitativamente num periodo maior que
24 horas, principalmente o TGF-B, além da dose de irradiacdo nao ter sido
significativamente alta. Esses achados sdo semelhantes aos de MATTOS et al.
(2002) e contrariam outros, como o de RUBE et al. (2002).

A literatura demonstra inimeros estudos a respeito da atividade fisica.
Entretanto, poucos deles correlacionam os beneficios da pratica fisica aos efeitos
deletérios pulmonares e sistémicos da radioterapia.

SRIWIJITKAMOL et al. (2007), j& demonstraram que a atividade fisica
aguda em experimentos com humanos se mostrou eficiente no bloqueio da via
IKK/NFkappaB. Além disso, este bloqueio impede que NFkappaB inicie a
transcricdo de proteinas pré-inflamatérias, como TNF-a.. No nosso estudo houve
resultado semelhante em relacao a IKKB no 7° dia poés-irradiacao, com evidéncia
do aumento menor da sua expressao, quando realizada atividade fisica, mesmo

que de forma cronica.
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OLIVEIRA et al. (2011), em estudo, tiveram como um dos objetivos
verificar os efeitos dos exercicios agudos e crénicos na sensibilidade a insulina em
ratos obesos. O protocolo de exercicio cronico incluiu natagdo por oito semanas,
com aumento progressivo da carga acima de cinco por cento do peso corporal. No
nosso estudo houve o objetivo, principalmente, de melhorar a condicao
cardiorrespiratéria. Por isso nao foram utilizadas cargas progressivas. Além disso,
deve ser feita uma analogia do treino dos animais aos pacientes debilitados com
tumor toracico, referente ao propédsito do estudo em questdo. Alguns estudos
também mostram que a relacdo dos efeitos da atividade fisica com sobrecarga e
um periodo curto de recuperagdo sobre as citocinas proé-inflamatérias ainda é
desconhecida (LIRA et al., 2010).

Especula-se que a atividade fisica possa ter contribuido, neste estudo,
de maneira significativa para que houvesse o aumento das citocinas TNF-a, IKK(
e IL-6 no pulm&o, como resposta do condicionamento fisico aerdbio e adaptacéo

pulmonar a nova condig&o ventilatéria.

Em estudo recente realizado por ROPELLE et al. (2010), foi
demonstrado que a atividade fisica suprime o excesso de apetite e a ativacao
hipotalamica de IKKB/Nf-kappaB por um mecanismo dependente da citocina pré-
inflamatéria IL-6. O excesso de ingesta alimentar induz a ativagao hipotalamica de
IKKB e o estresse do reticulo endoplasmatico, levando a resisténcia central de
insulina e leptina, excesso de apetite e obesidade. A atividade fisica realizada em
modelo experimental com ratos C3H/Hed, aumentou a resposta central anti-
inflamatoria, com incremento da expressao de IL-6 e IL-10. Foi postulado que ha
reducdo da ativacdo hipotalamica de IKKB e do estresse do reticulo
endoplasmatico, restaurando a producéo de insulina e leptina e reorganizando o
balanco nutricional.

Em relagdo a resposta imunoldgica adaptativa, foi realizado um estudo
comparativo da resposta de linfécitos em 16 individuos do sexo masculino néao-
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treinados e 15 ciclistas de elite do sexo masculino, durante periodos de baixa e
alta intensidade de treinamento. Nao houve significancia estatistica em ambos os
grupos durante os exercicios de baixa intensidade. Entretanto, durante o periodo
de alta intensidade de treinamento, a resposta proliferativa de linfécitos aumentou
cerca de 35-50% nos atletas de resisténcia (BAJ et al., 1994). Na comparacéao de
outro estudo, entretanto, ndo houve diferenca na resposta proliferativa de linfécitos
entre o grupo controle e ciclistas de elite durante periodos tanto de baixa quanto
de alta intensidade (TVEDE et al., 1991).

Segundo COLBERT et al. (2001), muitas pesquisas tém examinado os
efeitos do exercicio na circulagdo sanguinea em humanos, quantificando as
citocinas inflamatdrias. Tipicamente, a concentracdo de IL-1B plasmatica nao
tende a aumentar com o exercicio. Porém exercicio prolongado ou de alta
intensidade tem aumentado a concentragdo plasmatica de TNF-a e IL-6, com
picos atingidos até 2 horas po6s-exercicio. Em particular, outros estudos ja
demonstraram associagdo entre exercicio excéntrico e de exaustdo e indugao de
IL-6. (BRUUNSGAARD et al., 1997; OSTROWSKI et al., 1998). Estudos
envolvendo exercicios moderados tém gerado conflito, sugerindo que a resposta
inflamatéria € dependente de outras variaveis (SMITH et al., 1992; ULLUM et al.,
1994).

Apesar de muitas citocinas inflamatérias serem avaliadas através da
circulagcédo, a expressao dessas proteinas nos tecidos necessita de mais estudos,
sobretudo nos exercicios fisicos de baixa intensidade. Além disso, especulam-se
outras potenciais vias de producdo de citocinas em resposta a esta pratica, que
nao estdo diretamente associadas ao dano muscular esquelético (COLBERT et
al., 2001).

Segundo NIEMAN (2000), exercicios que induzem a injuria da célula
muscular causam uma sequéncia de liberacao de citocinas pré-inflamatérias com

TNF-a, IL-1B e IL-6, seguida de maneira muito préxima de citocinas anti-
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inflamatérias, como IL-10. Trabalhos mais recentes, usando biépsias musculares e
amostras de urina, tém mostrado claramente a ligagdo intima entre essas
citocinas, postulando que as citocinas inflamatoérias ajudam a regular a migragéo
rapida em neutréfilos e posteriormente de monécitos, em areas injuriadas das
células musculares e outros tecidos metabolicamente ativos, a fim de iniciar a
reparacao (BELCASTRO, et al. 1996). Exercicio de resisténcia associado a lesdo

muscular induz a resposta inflamatorias maior (NIEMAN, 2000).

De acordo com FONG et al. (2008), a IKK-a é considerada da familia da
IKK-B e limita a inflamacao durante a infeccao e choque séptico, pela regulagcédo da
magnitude e duracao da ativacao de NF-kappaB. Afirmam que apesar disso, ainda
€ necessario muito a aprender sobre as regras relativas e especificas para IKK-a e

IKK-B na inflamacéo e imunidade.

LI et al. (2009), baseado parcialmente em resultados otimistas de
alguns modelos pré-clinicos, tiveram o interesse de estudar a inibicdo terapéutica
do NF-kappaB para limitar a injaria inflamatéria durante a sepse. Para tanto,
utilizaram um modelo de sepse em ratos. Como o NF-kappaB também regula as
respostas protetoras, a sua condicdo de fator preditivo como inibidor para os
efeitos de sobrevivéncia pode ser dificil. Concluiram que a inibicao de tal proteina
promete conter as condi¢cdes inflamatérias como sepse, porém € necessario
cuidado, pois os efeitos desta inibicdo devem ser elucidados antes da descoberta
do motivo da sepse.

Baseado nesses fatos, BARTHELEMY-BRICHANT et al. (2004)
desenvolveram um estudo com tumor pulmonar, a fim de avaliar os efeitos da
radioterapia toracica nas concentragées de TGF-p e IL-6 no fluido de lavado
broncoalveolar. Onze pacientes fizeram parte deste estudo e o lavado
broncoalveolar foi colhido bilateralmente durante 13 e seis meses apds
radioterapia (doses maiores que 20 Gy — V20 ou 30 Gy — V30). Observaram

aumento da concentracdao de TGF-p e IL-6 neste lavado (principalmente no 6°
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més) daqueles pacientes cujas areas pulmonares irradiadas demonstraram que
estas citocinas podem contribuir para o processo de resposta a irradiagdo no

tecido pulmonar humano.

A utilizacdo dos métodos de imunohistoquimica e bioquimica para a
avaliacdo das citocinas pro-inflamatérias pulmonares tem sido usada ha muito
com sucesso (ESCOTTE et al., 2003; RABBANI et al., 2005; LEE et al., 2006b;
FENG et al., 2008; KIM et al., 2008; ZHAO et al., 2008; CHEN et al., 2009; KIM et
al., 2009; CHEN et al., 2010; MOON et al., 2010). Em alguns outros estudos, a
utilizacdo do sangue periférico para a avaliacdo da expressao de tais citocinas nao
se mostrou eficaz, como, por exemplo, o estudo realizado por MORITA et al.
(2008), onde foi analisado no pés-operatério de esofagectomia por CE, citocinas
pro-inflamatérias pulmonares ( IL-6, IL-8 e TNF-a) no sangue periférico e derrame
pleural (até 3 dias po6s-operatério). Tais citocinas ndo foram significantes no
sangue e tiveram expressdo maior, cerca de 100 vezes, no derrame pleural. Estes
achados sdo compativeis com outros estudos, como os resultados mostrados por
SAKAMOTO et al. (1994).

No nosso estudo, foi utilizada a cobaltoterapia para a realizagdo da
radioterapia. Pelo fato de tratar-se de animais de pequeno porte e a necessidade
de irradiar tecidos ndo muito profundos, o ®°Co mostra-se mais indicado que a

utilizacdo da maquina de acelerador linear.

Estudos mostram que a simplicidade das unidades de cobalto lhes
oferece a vantagem da manutengdo simples, reduzida e de baixo custo, quando
comparado com os aceleradores lineares (ADAMS e WARRINGTON, 2008).

Com o avanco das técnicas de tratamento em radioterapia, ha uma
tendéncia ao desenvolvimento de equipamentos cada vez mais caros e
dispendiosos. O uso da radioterapia por cobalto é atualmente rotina na maioria
dos centros. O equipamento de acelerador linear € utilizado como
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complementagao a fim de atender as necessidades de cada individuo (ADAMS e
WARRINGTON, 2008).

As vantagens da cobaltoterapia, como o0 seu custo e manutencao
baixos, sdo bem conhecidos na comunidade de radioterapia. Ela é considerada
uma das bases de cuidados de saude, devido ser simples e econémica e, apesar
de técnicas complexas estarem sendo exploradas e alguns departamentos
estarem abandonando o uso da cobaltoterapia a favor destas técnicas mais
sofisticadas, suas vantagens prevalecem e ainda a torna excepcional para a
reabilitacao (ADAMS e WARRINGTON, 2008).

A graduagdo da dose de radiacdo é frequentemente limitada pela
tolerancia a radiacao dos tecidos normais. O parénquima pulmonar por si s6 € o
mais importante em dose limite para radioterapia em tumores na regiao toracica
(STROIAN et al.,, 2008; JIN et al.,, 2009). A graduacdo da dose, entretanto,
também leva a exposicdo excessiva dos 6rgdos com maior risco, como o pulmao,

coracao, eséfago e medula espinhal.

Pacientes recebendo radioterapia toracica tém o risco de
desenvolverem pneumonite por radiacdo, a qual é uma inflamag¢do pulmonar
intersticial (ja comentada anteriormente na introducdo da tese) que tipicamente
ocorre dentro de seis meses da radioterapia (HART et al., 2008; TUCKER et al.,
2010). Os casos moderados sao detectados radiograficamente, sem nenhum
acompanhamento dos sintomas, ao passo que evidéncias clinicas deste quadro
envolvem tosse, febre e aumento da frequéncia respiratéria. A limitacdo da
incidéncia e severidade da radioterapia € uma meta importante no planejamento

do tratamento com radioterapia toracica (TUCKER et al., 2010).

MA et al. (2010), reportam que a incidéncia de pneumonite varia
amplamente. Dentre estes pacientes que recebem radioterapia toracica por
tumores malignos nesta regido, aproximadamente cinco a 30% desenvolvem
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sintomas de pneumonite, 50 a 100% tém evidéncias radiolégicas de injuria local e
50 a 90% tém perda da fungdo pulmonar. Com isso, um dos maiores desafios é

encontrar a melhor relagado dose-volume pulmonar de irradiagéo.

A dose de irradiacdo em cancer de mama e eséfago (45-50 Gy) é
menor do que o usado no tratamento de carcinoma pulmonar de ndo-pequenas
células, o que diminui a incidéncia de pneumonite. Em tais pacientes, entretanto,
os efeitos adversos da quimioterapia sdo mais evidentes que os efeitos da
radioterapia (JIN et al., 2009).

Acredita-se que muitos fatores biologicos determinam as toxicidades
intrinsecas de cada individuo. A radiossusceptibilidade é, em parte, geneticamente
determinada com uma variacdo ampla mesmo apds a exposicdo da dosimetria
identificada. Por exemplo, aproximadamente 50% dos pacientes desenvolverao
toxicidade se as doses pulmonares médias forem acima de 20 Gy. Muitos fatores
bioldgicos permitirem a identificacdo daqueles individuos que ndo desenvolverdo
toxicidade mesmo se ja tiverem sido expostos a altas doses pulmonares e podem
ser inclusive tratados com doses mais altas a fim de melhorar os resultados
(KONG et al., 2008).

Em estudo realizado por MARTEL et al. (1999), baseado no modelo de
célculo de probabilidade de controle do tumor, foi encontrado que a dose deve ser
da ordem de 84 Gy para mais de 30 meses para que haja o controle da
progressao local do tumor e sobrevivéncia. Porém, reforcam que a dose aplicada
depende da tolerancia do tecido pulmonar.

A toxicidade pulmonar radioinduzida limita a administracdo da dose
maxima de radiacdo para os tumores toracicos. Em vista disso, ZHANG et al.
(2008a) realizaram um estudo para verificar a potencial inibicdo do TNF-a como

estratégia radioprotetora. Concluiram que a producdo de TNF-a radioinduzida é
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relacionada a apoptose celular precoce e dano funcional pulmonar latente,

sugerindo este tipo de desenvolvimento de estratégia radioprotetora.

Em relagdo a dose-volume de irradiagdo pulmonar, NOVAKOVA-
JIRESOVA et al. (2007) em estudo, concluiram que dose pulmonar baixa
associada a volume alto pulmonar causa toxicidade mais precocemente que doses
altas aplicadas a baixos volumes. Tal estudo é crucial para o planejamento do
tratamento clinico das escalas de doses e escolhas de técnicas modernas de
radioterapia. Tais conclusbes também foram encontradas nos estudos de
SCHALLENKAMP et al. (2007).

TERRY et al. (1988) avaliaram o risco de pneumonite apds reirradiacao
em modelos experimentais com ratos. Ap6s uma dose primaria baixa de 6 Gy, os
pulmbes podiam tolerar reirradiacdo se eles nao tivessem sido expostos a prévia
irradiacdo. Alguma injaria discreta permaneceu até um més apds uma dose
primaria de 8 Gy e dano residual (na ordem de 25 a 70%) persistiu nos intervalos

apds uma dose primaria de 10 Gy.

Dados clinicos sdo discutidos, mas os estudos experimentais
evidenciam alguma relevancia. Por exemplo, JACKSON e BALL (1987), nao
observaram sinais de pneumonite por irradiacdo em 22 pacientes com carcinoma
pulmonar de ndo-pequenas células reirradiados com 20 e 30 Gy. NIEDER et al.
(2000), em estudo, concluiram que a média de sobrevida apoOs reirradiagdo
pulmonar é somente cinco meses e, consequentemente, € um tempo muito curto

para avaliar os possiveis danos neste tipo de pulmao.

Para avaliar os efeitos tardios da toxicidade pulmonar ap6és a RQT,
MOROTA et al. (2009) utilizaram 74 pacientes com carcinoma esofagico estagio I-
IVB. Os pacientes receberam 60 Gy de radioterapia, em 30 fracbes durante oito
semanas, com duas semanas de descanso. Além disso, receberam dois ciclos de
quimioterapia concomitantemente. Os campos irradiados inicialmente incluiram
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tumores primarios, metastases de linfonodos e areas com nddulos supraclavicular,
mediastinal e celiaco. Toxicidades tardias foram avaliadas com a pontuagéo de
morbidade de irradiacéo tardia da Radiation Therapy Oncology Group / European
Organization for Research and Treatment of Cancer. A média de idade foi 67
anos. Concluiram que a terapia combinada (quimio e radioterapia) usada no
estudo com um campo de irradiacdo extenso foi aceitavel para pacientes mais

graves, mas nao foi tolerado para pacientes acima dos 75 anos.

GHOSH et al. (2009), devido ao fato da exposi¢cao pulmonar a doses de
1-10 Gy n&o ser muito investigada, tiveram o objetivo de avaliar a injuria vascular
seguida de irradiagdo toracica com doses subletais Unicas em ratos. Para tanto,
irradiaram o térax de ratos com 5-10 Gy e os avaliaram trés dias, duas semanas,
1,2,5 e 12 meses poés-irradiacao. Muitos parametros pulmonares vasculares foram
avaliados, incluindo densidade dos vasos, hemodindmica, atividade da enzima
conversora da angiotensina e hipertrofia ventricular discreta. Em um més, ratos
que receberam 10 Gy tiveram extravasamento vascular pulmonar, hipertrofia de
ventriculo direito, aumento da resisténcia vascular pulmonar e diminuicdo da
atividade da ECA, além de distensibilidade arterial. Por outro lado, ratos que foram
irradiados com 5 Gy tiveram somente um aumento discreto do peso do ventriculo
direito e reducao da atividade da enzima conversora da angiotensina. Concluiram
que houve uma deterioracdo significativa nos parametros vasculares mais de um
ano apos a exposicdo de 10 Gy, sugerindo o remodelamento da vasculatura
pulmonar, porém mais estudos sdo necessarios para determinar se a deterioracao
vascular pulmonar progride além de um ano apdés irradiacdo e se a recuperacao

dos outros parametros € confundida com injaria adicional como infecg¢ao.

Faz-se necessario o estabelecimento da relagdo entre a dose de
irradiacdo utilizada em animais e nos humanos. Ainda existem estudos escassos
acerca desta questdo. (SZABO et al., 2010), em pesquisa onde ratos receberam
doses mais altas (10 a 18 Gy) de radioterapia do que a utilizada no presente
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estudo, foi constatado aumento da densidade pulmonar por tomografia
computadorizada , além de Obito de animais apds dose de 15 Gy. N&o foi o intuito
no presente estudo provocar debilidade organica ou mesmo 6bito nos animais em
questao, por isso a utilizacdo de doses mais baixas (3,5 Gy). Além disso, em
estudo recente realizado por JOINER et al. (2011), foi constatado mutacao na
expressao génica em sangue humano em doses de até 10 Gy. Normalmente, a
dose da irradiacdo na regiao toracica em humanos é cerca de 40 a 65 Gy
(MOROTA et al., 2009; DAHN et al., 2010; TERCIOTI JUNIOR et al., 2011).

Em nivel molecular, o processo inicial envolve acao direta de ERO no
DNA, o qual causa a quebra deste DNA e rapidamente dispara a produgao de
citocinas, fatores de crescimento e mais ERO, culminando em hipdxia, estresse
cronico oxidativo e falta de cicatrizagdo tissular pulmonar (FLECKENSTEIN et al.,
2007b; KONG et al., 2008). A progresséo do dano radioinduzido é o resultado de
uma ativagdo precoce de uma reacdo inflamatéria, levando a expressdo e
manutencdo de uma elevada cascata de citocinas. As citocinas inflamatérias e
fibrogénicas produzidas por macréfagos, células epiteliais, pneumécitos e
fibroblastos sdo componentes criticos para melhorar e modular os efeitos das
reacdes inflamatérias apds irradiacao pulmonar e suas sequelas. As moléculas
envolvidas incluem TGF-B1, TNF-a, IL-6, entre outras. Em nivel celular e tissular,
a radiacao danifica o epitélio (pneumécitos do tipo | e Il), endotélio e fibroblastos.
A patogénese do dano pulmonar por irradiacdo € considerado aqueles de
pneumonite intersticial idiopatica, a qual € regulada por fatores genéticos e
fendtipos inflamatérios (GROSS e HUNNINGHAKE, 2001). Células imaturas da
medula déssea tém sido mais recentemente encontradas no envolvimento da
fibrose pulmonar radioinduzida (KONG et al., 2008).

De acordo com MOON et al. (2010), o rapido acumulo de neutréfilos no
pulm&o induzido por estimulo pro-inflamatério encontra-se em processo central na

patogénese de varias doencas pulmonares inflamatérias. Os mecanismos
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envolvidos na resolugéo do infiltrado celular inflamatério e fibrose n&o sao claros.
Especula-se que apoptose € o maior mecanismo para a limpeza de neutrofilos dos
locais de inflamagéo. Se isto ndo ocorrer de forma eficiente, instala-se necrose
secundaria resultando na inducao da cascata pro-inflamatéria. A faléncia de todo
este processo de limpeza celular apoptética contribui para a patogénese da injuria
pulmonar, impedindo a resolucdo da inflamacao e o reparo da integridade da
reparacao alveolar (HENSON et al., 2006; MOON et al., 2010). Além disso, ainda
segundo MOON et al. (2010), ERO produzidas por neutrofilos ativos, macréfagos
alveolares e estimulacdo das células epiteliais e endoteliais pulmonares

desempenham o maior papel na injuria pulmonar inflamatéria.

Segundo YAMASHITA et al. (2007), pneumonite por radiacdo é
normalmente identificada em trés semanas apds irradiacdo, e, em contraste,
fibrose pulmonar € normalmente um “efeito tardio”, observado trés meses apods
irradiacao. Ja para MA et al. (2010), existe uma relagdo entre o tempo de
irradiacao toracica e mudancgas observadas na densidade regional pulmonar. Foi
constatado que incremento na densidade pulmonar apés irradiacdo toracica
envolve mais que seis meses do periodo inicial apds tal irradiacdo e alcanga um
platd aproximadamente de seis a 12 meses péds-irradiacdo. Apoés 12 meses,
comecga a haver um declinio dessa densidade pulmonar. KAHAN et al. (2007),
notaram aumentos transitérios na densidade de tomografias computadorizadas
trés meses apds radioterapia que parcialmente aumentou por 12 meses apoés
radioterapia por cancer de mama. THEUWS et al. (2000), em outro estudo,
observaram aumento parcial em densidades locais entre trés e 18 meses apos
radioterapia em linfoma e cancer de mama. Porém, segundo SKOCZYLAS et al.
(2000); SEPPENWOOLDE e LEBESQUE (2001), a fibrose pulmonar que se
instala apds a pneumonite por irradiagcao continua constante um pouco mais de 10
anos.
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Em estudo, MA et al. (2010) chegaram a conclusao que existe aumento
na densidade pulmonar dose-dependente para pacientes submetidos a
radioterapia por tumores dentro e em estruturas adjacentes ao torax. Além disso, o
uso da quimioterapia associada a radioterapia aumenta as mudancas de
densidade pulmonar. Ainda segundo MA et al. (2010), em estudos de colegas, foi
observado que a incidéncia de sintomas de pneumonite radioinduzida foram

semelhantes em grupos cirdrgicos e nao-cirurgicos.

WENNBERG et al. (2002) e THEUWS et al. (1998), notaram que idade
avangada também é um fator preditivo para mudanca de densidade pulmonar pés-
radioterapia.

Geralmente, o efeito da radiacdo é mais pronunciado quando
quimioterapia € administrada concomitantemente. Quando existe um intervalo de
tempo entre ambos, este efeito € minimizado (SEPPENWOOLDE e LEBESQUE,
2001). VON DER MAASE et al. (1986), observaram que nao ha interagéo entre
essas duas terapias num tempo de intervalo maior que 28 dias. Muitos estudos
tém relatado o impacto da idade na injuria pulmonar por irradiacao
(SEPPENWOOLDE e LEBESQUE, 2001). JENSEN et al. (1990) relataram que
pacientes jovens tratados por doenca de Hodgkin tiveram funcao pulmonar restrita
pronunciada oito anos apds o tratamento, tempo maior do que pessoas mais
velhas. HARDMAN et al. (1994), entretanto, ndo encontraram relacéo entre idade
e dano pulmonar. Para pneumonite por irradiacdo, entretanto, o risco aumenta
consideravelmente com a idade (GAGLIARDI et al., 2000).

Ha tempos, SHINOHARA e ARIKAWA (1972) ja afirmavam que o fluxo
sanguineo diminui em regides pulmonares irradiadas com 40 Gy, apesar do
mecanismo nao ser totalmente elucidado. Alteracées hemodinamicas e estruturais
na vasculatura pulmonar também causam impacto na fungéo cardiaca (GHOSH et
al., 2009). Ja foi demonstrado que dano cardiaco estrutural e funcional como
hipertensdo pulmonar sdo mais pronunciadas em cachorros que receberam 12 Gy
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de irradiacao toracica, comparada com irradiacdo de volumes pulmonares e
cardiaco limitados (SEMENENKO et al., 2008). Além disso, também ja foi provado
que ha uma redugéo significativa no fluxo sanguineo nos pulmdes irradiados
quatro semanas apos irradiacao hemitoracica com 28 Gy (FLECKENSTEIN et al.,
2007a).

Em estudo semelhante, ZHANG et al. (2008b) irradiaram o térax inteiro
de ratos (dose Unica) com 5 a 10 Gy e a irradiacdo de 10 Gy resultou em aumento
da frequéncia respiratoria e diminuicdo da saturagdo de oxigénio arterial, além do
aumento protéico do lavado broncoalveolar, em quatro a 12 semanas pds-
irradiacao. Essas alteracdes nao foram notadas nos ratos que receberam 5 Gy. O
edema vascular foi reduzido e substituido por fibrose pulmonar 20 semanas apds
a exposicao de irradiacao de dose unica de 10 Gy. Além disso, houve recuperagéo
da fung&o pulmonar.

Segundo NAKAMURA et al. (2008b), de acordo com estudo realizado
com pacientes portadores de carcinoma pulmonar de ndo-pequenas células em
estagio Ill que receberam radioterapia (associada o ndao a quimioterapia), nos
cinco anos apds tal procedimento, houve taxa de sobrevida maior aqueles
pacientes com lesdo no lobo superior em relacdo aqueles com lesdo em lobo
inferior pulmonar. Em pacientes com tumor primario no lobo superior, a irradiacdo
em tecido pulmonar normal € menor, desde que um campo de irradiagdo menor
seja estabelecido, incluindo regido hilar mediastinal ou a fossa supraclavicular.
Ainda segundo NAKAMURA et al. (2008b), para reduzir o risco de pneumonite por
altas doses de irradiacao, o volume de pulmao normal irradiado a 20 Gy (V20) ou
mais, ndo deve ser 40% (se possivel < 35%) de todo volume pulmonar normal e

nao deve exceder 25% quando a radioterapia é combinada com quimioterapia.

Alguns estudos selecionam a regido pulmonar a ser utilizada no estudo
como amostra, como por exemplo, RABBANI et al. (2005). Estes ainda afirmam

que o pulmao € um dos 6rgaos mais radiossensiveis a radioterapia.
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Conforme KOCAK et al.(2007), a regidao pulmonar irradiada deve ser
levada em consideragao como fator preditivo. Um numero significativo de estudos
clinicos tém demonstrado que a dose de irradiagdo nas regides pulmonares
inferiores estd mais associada a injuria pulmonar que a dose de irradiacao
aplicada as regides superiores pulmonares (SEPPENWOOLDE et al., 2004;
YORKE et al., 2005). Outros estudos como o de HOPE et al. de Washington
University e YAMADA et al. do Japao encontraram que a incidéncia de
pneumonite € maior em pacientes com tumores de lobos inferiores (YAMADA et
al., 1998; HOPE et al., 2006). Porém, KOCAK et al.(2007), em estudo, concluem
que esta variavel regional pulmonar merece mais investigacées. Modelos
preditivos alternativos que considerem tal informacdo podem e devem certamente
ser desenvolvidos e testados. Um numero de pesquisas realizadas por outros
grupos nao encontraram taxas diferentes de pneumonite baseadas na localizagéo
tumoral (ROBNETT et al., 2000; TSUJINO et al., 2003; FAY et al., 2005).

O diagnéstico incerto de pneumonite por irradiacdo pode ainda ser um
fator que torna dificil a predi¢gdo da injaria pulmonar radioinduzida. Em um estudo
de 251 pacientes com cancer pulmonar tratado com radioterapia em Duke entre
1991 e 2003, 47-251 (19%) especulou-se ter pneumonite por irradiacao e 13-47
(28%) teve o mesmo diagnéstico médico (por exemplo, possivel infeccéo,
exacerbacdo de doenca pulmonar pré-existente, regresséao/progressdo tumoral,
e/ou doenca cardiaca) que confundiu o real diagnéstico (KOCAK et al., 2005).

YSAYAMA et al. (2008), realizaram estudo com o objetivo de avaliar os
beneficios do treinamento muscular respiratorio pré-operatério em pacientes
submetidos a cirurgia esofagica. Os resultados obtidos levam a crer que o
condicionamento muscular respiratério pré-operatério € de suma importancia na
obtencdo de uma melhora pulmonar, aumentando a forca e resisténcia muscular
respiratéria e, consequentemente, uma menor permanéncia hospitalar deste

paciente.
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A fisioterapia respiratéria tem sido citada como conduta que reduz a
incidéncia de complicagbes pulmonares pdés-operatérias de cirurgias abertas
(NAKAMURA et al., 2008a). Em estudo, tais autores tiveram o objetivo de avaliar
os efeitos da fisioterapia respiratoria, entre outros efeitos, em pacientes que foram
submetidos a esofagectomia subtotal transtoracica direita por carcinoma esofagico
de células escamosas e concluiram que a fisioterapia respiratoria pés-operatoria
desempenha um importante papel na reducdo de tais complicagbes. Ainda
concluiram que, além da fisioterapia, exercicios sistémicos também contribuiram
para os resultados satisfatorios. E importante enfatizar a escassez de estudos que
mencionam a importancia da fisioterapia respiratéria associada a esofagectomia e
até mesmo a escassez de estudos em relagdo a injuria pulmonar causada por

radioterapia (seja por CE ou pulmonar).

Discussdo
81



Discussdo
82



6- CONCLUSAO

83
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O presente estudo demonstrou que o0 aumento das respectivas
citocinas inflamatérias: IKKB, TNF-a e IL-6 foi menor nos grupos poés-atividade
fisica. Este fato sugere uma contribuicdo para menor inflamacéao e lesao tecidual

pos-radioterapia, evidenciando que o exercicio pode proteger os tecidos.
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ANEXO 1

N
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1349-1, sobre "Analise dos beneficios da

atividade fisica e mensuracio de citocinas pro-inflamatdérias em pulmao

imunorradiado”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes /

Renata Cristiane Gennari Bianchi, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp em 26 de setembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1349-1, entitled "Benefits analysis of physical

activity and proinflammatories cytokines measurements in immunoradiated
lung", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established
by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State
University of Campinas - Unicamp) on September 26, 2007.

Campifias, 26 de setembro de 2007.

O%WM. ool

Profa. Dra. Ana Mana/A Guaraldo Fatima Aicy/so

Presidente Secretaria Executiva

CEEAVIB = Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3521-6356
13083-970 Campinas, SP - Brasil E-mail: comisib@unicamp.br

http:/Awww.ib.unicamp br/institucional/ceealindex.htm
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