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Resumo

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (ARDS) é caracterizada pela
insuficiéncia respiratéria resultante da resposta inflamatdria a estimulos diversos,
levando a alteracao da permeabilidade alvéolo-capilar, edema pulmonar e hipoxemia
refrataria ao tratamento com oxigénio. Um dos mais importantes mecanismos que
determina a gravidade da lesdo pulmonar € o dano da barreira alvéolo-capilar,
promovida por mediadores inflamatérios. Grande parte do processo inflamatério se
da pela ativagao local e sistémica de citocinas como TNF-a e IL-1B. O treinamento
fisico aerdbio de intensidades leve e moderada, apresenta beneficios anti-
inflamatdérios conhecidos em algumas doencgas, entretanto, o numero de estudos
sobre esses efeitos na ARDS é escasso. O objetivo deste projeto é avaliar os efeitos do
treinamento fisico de intensidade leve realizado previamente a indugédo de Lesao
Pulmonar Aguda (LPA), num modelo experimental em camundongos. Para tal, seréo
utilizados 32 camundongos divididos em grupos treinados e sedentarios, durante 5
semanas anteriores a inducao da LPA. Os pardmetros analisados serao: mecanica
pulmonar, inflamacdo pulmonar, analisada através da coleta do lavado
broncoalveolar e da densidade de leucdcitos no parénquima pulmonar; edema
pulmonar, remodelamento do parénquima pulmonar, niveis de citocinas pro e anti-
inflamatdrias e de espécies reativas de oxigénio no lavado broncoalveolar, a expressao
de iNOS, 3-nitrotirosina, GP91phox, NF-kB, IFN-gama, MCP-1, IL-2, TNF-alfa, IL-1beta,
IL-6, IL-10, IL-1ra, TGF-beta, VEGF, EGFr pelas células inflamatérias no parénquima
pulmonar e também de 8-isoprostano no parénquima pulmonar.
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1.0- Introducgao
1.1 - Definigcao e epidemiologia

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (ARDS) é o termo utilizado para
designar a insuficiéncia respiratdria proveniente da inflamagdo que cursa com
alteracao da permeabilidade alvéolo-capilar, edema pulmonar e hipoxemia refrataria a
altos fluxos de oxigénio (Geiser, 2003; KISS, Kaapa, Savunen, 2007). Embora diferentes
causas de ARDS resultem em uma patologia uniforme no ultimo estégio, evidéncias
indicam que a fisiopatologia pode diferenciar de acordo com o tipo de insulto primario.
Assim, duas formas de ARDS tém sido descritas:

a) SARA por lesao direta das células epiteliais pulmonares (ARDS intrapulmonar);

b) SARA refletindo um envolvimento pulmonar secunddrio a uma resposta
inflamatdria sistémica, tendo na célula endotelial pulmonar, o centro da lesdo (ARDS
extrapulmonar) (Santos, 2006).

Os indices de prevaléncia e mortalidade entre as duas causas podem variar,
entretanto, os dados mostram que, a ARDS do tipo intrapulmonar possui ambos os
indices significativamente maiores (Eisner, 2001).

A pneumonia é a maior causa de lesao pulmonar direta, seguida por aspiragéo do
conteudo gastrico e traumas pulmonares. A ARDS extrapulmonar encontra na

septicemia, a sua principal causa (Rocco, 2008).

1.2 - ARDS processo inflamatorio.

A resposta inflamatdéria na ARDS cursa com recrutamento e ativagdo de um
grande numero de neutréfilos e monécitos para o espago aéreo distal do pulméao e a
liberacdo de moléculas pré-inflamatdrias como citocinas, radicais livres, fatores
endoteliais e proteases (Kosmidou, 2008; Menezes,2005), seguido da formacao de
edema com baixas pressdes por aumento da permeabilidade capilar (Kosmidou, 2008).

A interleucina 8 (IL-8) é o principal fator quimiotatico para neutréfilos nos
pulmbes e altas concentragcdes desta citocina tém sido observadas no lavado
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broncoalveolar de pacientes com ARDS (Donnelly,1993; Wendel et al., 2008). Estudos
experimentais demonstram que em modelos de sepsis, a cascata de citocinas consiste
em TNF-q, IL-1B e IL-8 (Petersen, Pedersen, 2005). As duas primeiras citocinas da
cascata sao TNF-a e a IL-1B, sendo produzidas localmente. Essas citocinas sao
usualmente referidas como proé-inflamatérias e tanto o TNF-a como a IL-13, estimulam
a producao de IL-6 e ambas (IL-1B e IL-6) podem apresentar papel pro-inflamatoério e
anti-inflamatorio.

O TNF-atem sido reportado como um importante modulador na lesdo pulmonar
aguda (Wendel et al., 2008), e injegOes intravenosas de TNF-a induzem a leséao
pulmonar aguda com aumento de neutrdfilos e da permeabilidade microvascular
(Browne, Pitchumoni, 2006). IniUmeros estudos tém demonstrado que o aumento da
producao de citocinas pro-inflamatdrias € promovido pela sinalizagao das espécies

reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) (Tasaka, 2008; Soltan et al., 2007).

1.3 - Estresse oxidativo e nitrosativo

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como o anion superodxido (02-), o
peréxido de hidrogénio (H202), o 6xido nitrico (NO) e a 3-nitrotirosina tém demonstrado
importante papel na fisiopatologia da ARDS (Tasaka, 2008; Sato et al. 2002).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que o aumento da producgéo
de EROs e ERNs advém principalmente de neutréfilos e macréfagos ativados via
mieloperoxidase (MPO), enzima responsavel pela catalizacao de espécies reativas de
oxigénio, assim como do endotélio vascular, do epitélio brénquico e dos pneumoécitos
(Tasaka, 2008; Sato et al. 2002; Roman, Wendland, Polannczyk, 2007). Esses estudos
demonstram que parte dos efeitos deletérios das EROs e ERNs advém de um efeito
direto sobre as células endoteliais, epiteliais e sobre as proteinas de matriz extracelular
e um efeito indireto, por depletarem os niveis das enzimas antioxidantes (Tasaka, 2008,
Sato et al. 2002). Entretanto, existe um numero reduzido de estudos que avaliaram o
papel de diferentes EROs e ERNs, assim como do sistema antioxidante na ARDS, o que

torna esse tema extremamente relevante para o melhor entendimento de sua
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fisiopatologia (Tasaka, 2008; Sato et al. 2002), considerando que as EROs e ERNs sao
capazes de estimularem a producgao de citocinas, de fatores de crescimento, de fatores
endoteliais e de proteases em outras doencas pulmonares (Yao et al., 2007).

Dentre as diversas EROs e ERNs, destaca-se o 6xido nitrico, um radical livre
liberado por leucocitos, por células epiteliais e endoteliais e que apresenta inumeras
fungdes nos pulmdes como: broncodilatacdo e manutengao do tébnus da musculatura
lisa brongquica em concentragoes fisioldgicas, apresentando também fungbes pro-
inflamatdrias que resultam em remodelamento e hiperresponsividade pulmonar
(Petersen, Pedersen, 2005); além de interagir com espécies reativas de oxigénio,
formando espécies reativas de nitrogénio altamente deletérias (Tasaka, 2008; Yao et al.,
2007; Sugiura, 2008).

Como parte do mecanismo de defesa contra a acao das EROs e ERNs, o
organismo dispde de um complexo sistema de enzimas antioxidantes, composto
principalmente pela catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPX). A GPX utiliza perdoxido de hidrogénio ou hidroperdxidos organicos,
protegendo membranas e componentes celulares das consequéncias do stress
oxidativo (Singh et al., 2006). O numero de estudos sobre o sistema antioxidante na
ARDS é reduzido e um melhor entendimento dos seus efeitos no curso da doenca,

poderia contribuir para um melhor entendimento sobre a sua fisiopatologia.

1.4 - Processo Fibrético, Proteases e Fatores de Crescimento

O processo de reparagao pulmonar inicia-se na primeira fase da ARDS. Alguns
trabalhos demonstram que a inibicao de IL-1B pelo antagonista do receptor da IL-1
(IL-1ra), reduz a reparagéo epitelial in vitro, enquanto o bloqueio do TNF-a, nao
promove efeito, o que sugere que a IL-1B media a maior fragdo desta recuperagao
(Browne, Pitchumoni, 2006).

O TGF-a é elevado no edema pulmonar de pacientes que desenvolvem ARDS

(Browne, Pitchumoni, 2006), sugerindo que os fatores: de crescimento epidérmico
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(EGF), de transformacdo e crescimento alfa (TGF-a) e o receptor de fator de
crescimento epidermal (EGFr), podem regular a reparagao epitelial in vitro e in vivo.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) estd associado a
processos fibréticos, permeabilidade vascular e na formacao de edema na ARDS;
sendo liberado pelo endotélio vascular, por leucécitos e pelo epitélio brénquico
(Medford, Millar, 2006).

A atividade dos fatores de crescimento, bem como o balango entre atividades
pré-coagulantes e anticoagulantes e as atividades fibrinoliticas no pulmao,
controlam o grau de deposigao de fibrina alveolar através do controle do balango
entre as metaloproteases de matriz (MMPs) e os inibidores das metaloproteases

(TIMPs) (Medford, Millar, 2006; Fan, 2000).

1.5 - Fatores Envolvidos na Coagulacao

A inflamacéao sistémica esta associada com a ativacao da coagulacdo e o
sistema fibrinolitico (Kanno et al., 1995). O maior iniciador da ativacao da cascata
de coagulacao é o fator tecidual (TF), sendo o receptor e cofator para o fator de
coagulacao VIl no plasma, gerando manifestacoes trombdticas. (Franco et al.,
2000; Busch et al., 2005). O TF é induzido por mediadores inflamatérios como a IL-
6, IL-8, e MCP1 (Busch et al., 2005).

Normalmente, o TF é expresso em células em contato direto com o sangue,
mas pode ser expresso em células intravasculares principalmente monécitos e
células endoteliais quando ativados especialmente por estimulos inflamatdrios

(Franco et al., 2000).
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1.6 — Fatores endoteliais

Além dos radicais livres, outros mediadores endoteliais sdo responsaveis pela
lesdo pulmonar, aumentando a permeabilidade vascular, promovendo edema
tecidual ou ainda, causando vasoconstriccao.

A ICAM e VCAM sao moléculas de adesdo sintetizadas pelas células
endoteliais vasculares, e representam proteinas de membrana da familia de
imunoglobulinas, sendo requeridas para atragao de leucoécitos na area inflamada,
principalmente em situacdes de hipdxia (Ohga et al., 2003).

A endotelina (ET) é um potente vasoconstrictor, induzindo hipertenséao
pulmonar, broncoconstricdo e producao de VEGF, sendo este bem conhecido por
aumentar a permeabilidade vascular (Donaubauer, 2006).

Modelos experimentais de ARDS mostram que o tratamento com
antagonistas de endotelina 1 (ET-1) reduz a inflamacéao e permeabilidade vascular
(Carpenter, 2005).

A Angiopoietina-1 (Ang-1) é um fator endotelial que desempenha papel anti-
inflamatdrio, protegendo os vasos sanguineos, diminuindo a permeabilidade, a
adeséo de leucdcitos no endotélio e reduzindo a expressao do fator tecidual e de
moléculas de adesao por células endoteliais (McCarter, 2006). Os efeitos do
treinamento fisico na expressdo de angiopoietina em modelos de ARDS nunca

foram avaliados.

1.7 - Adenosina Trifosfato (ATP) e Receptores Purinérgicos

Embora o numero de estudos sobre o papel do ATP e dos receptores
purinérgicos na ARDS seja reduzido, eles demonstraram que durante o processo de
estresse celular em modelos experimentais de ARDS, ocorre aumento da liberagcéao
de ATP para o espaco extracelular (ATP e Hipdxia).

Concentracdes elevadas de ATP no extracelular resultam em ativagcdo dos
receptores purinérgicos da classe P2X e P2Y (ATP e hipdxia), os quais sinalizam para

a producdo de inumeros mediadores proé-inflamatérios (ldzko, 2007). Esses
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estudos demonstram que a ativacdo dos receptores purinérgicos resulta em
ativacdo de diversas células, como: neutréfilos, eosindfilos, linfécitos e células
dendriticas. Por outro lado, uma possivel resposta do exercicio fisico na modulagao

destes receptores, no modelo de ARDS, é desconhecido.

1.8 - Treinamento Fisico Aerdbico

A atividade fisica é considerada aerdbica quando a maior parte da demanda
energética é suprida através do metabolismo aerdbico e normalmente realizada
com intensidade de até aproximadamente 70% do consumo maximo de oxigénio
(Petersen, Pedersen, 2005; Vieira et al., 2007).

A atividade fisica aerdbica realizada de maneira sistematica e regular
desencadeia uma série de adaptagdes cronicas benéficas para o organismo, tais
como: redugdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca de repouso em
individuos hipertensos (Petersen, Pedersen, 2005; Vieira et al., 2007), aumento do
consumo maximo de oxigénio, aumento da massa muscular e densidade éssea
(Petersen, Pedersen, 2005), aumento da resposta imunoldgica (Malm, 2004) e da

expressao e atividade das enzimas antioxidantes (Mussi et al., 2008; Rush, 2000).

1.9 - Treinamento Fisico Aerébico - Efeitos Anti-inflamatoérios

Os efeitos anti-inflamatorios da atividade fisica aerdbica tém sido
extensivamente investigados em inumeras patologias e durante a senilidade
(Petersen, Pedersen, 2005).

De maneira geral, a literatura afirma que a atividade aerdbica de alta
intensidade e longa duragcao desencadeia uma resposta pré-inflamatoria,
enquanto as atividades de leve e moderada intensidade, desencadeiam respostas

anti-inflamatorias (Mussi et al., 2008; Petersen, Pedersen, 2005).
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Os efeitos imunomodulatérios da atividade fisica podem ser observados em
casos de aterosclerose, diabetes, cancer de célon e de mama, e de doencas
cardiacas isquémicas (Petersen, Pedersen, 2005).

Estes estudos demonstram que as respostas sdo reguladas por inumeras
citocinas e/ou quimiocinas dentre elas: IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-8, MCP-1, NAP-1, G-
CSF (Malm, 2004; Petersen, Pedersen, 2005).

No ano de 2008, Mussi et al., submeteram ratos a corridas moderadas, por 60
minutos, 5 vezes por semana, durante 8 semanas. Apds o treinamento, induziram
0s grupos treinados e nao treinados, a um procedimento de isquemia/reperfusao.

O grupo treinado apresentou uma diminuicdo da permeabilidade vascular,
observada pela diminuicdo do extravasamento de proteinas. Além disso, o
treinamento resultou na diminuicao dos niveis de TNF-a e IL-1B. Os niveis de IL-10
permaneceram inalterados, assim como o numero de polimorfonucleares no
tecido pulmonar. Os niveis de SOD bem como de MPO foram significantemente
mais altos no grupo treinado quando comparados ao grupo sedentario.

A atividade fisica aerdbica é capaz de modular tanto o sistema imune inato
quanto o adaptativo (Costa Rosa, 2002; Malm, 2004). Os mecanismos que
modulam essas respostas sdo dependentes dos efeitos hormonais, metabolicos e
mecénicos (Costa Rosa, 2002). Embora o exercicio seja frequentemente
classificado como estimulo estressante, as respostas desencadeadas obedecem
a dois cursos: a resposta aguda e a adaptacao crbénica (Costa Rosa, 2002). De
acordo com Costa Rosa, “A resposta aguda é a reacgao transitéria ao estresse,
enquanto o estimulo crbénico gera a resposta de adaptagao crénica ao exercicio,
habilitando o organismo a tolerar de maneira mais adequada o estresse” (Costa
Rosa, 2002).

Diversos estudos demonstram que a realizagdo de exercicios induz a
liberagao de citocinas anti-inflamatdrias como IL-1ra, IL-10 e sSTNF-R; normalmente

seguidas pela liberacdo de IL-6 (Malm, 2004; Petersen, Pedersen, 2005).
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A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que inibe a produgcédo de mediadores
pré-inflamatdérios como: o TNF-q, IL-6 e IL-1B; além de estimular a sintese do
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra).

Estudos sugerem que o aumento de IL-10 durante o exercicio fisico ocorre
pelos musculos esqueléticos ativados, por leucécitos e células do epitélio
brénquico; efeitos ja demonstrados em modelos experimentais de asma (Petersen,
Pedersen, 2005). Até o momento, nenhum estudo avaliou se os efeitos anti-
inflamatdrios do treinamento fisico, num modelo de ARDS, sdo mediados pela

liberagao de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e IL-1ra.
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2.0 - Justificativa e Hipotese

Um dos fatores determinantes da gravidade da lesdo pulmonar na ARDS, é a
magnitude da lesao da barreira alvéolo-capilar.

Apesar da ventilacdo mecénica exercer protagonismo no tratamento, com
resultados positivos ja estabelecidos, algumas modalidades terapéuticas
preconizadas na atualidade, visam diminuir a inflamacdo pulmonar a fim de
minimizar a lesao inicial (Mussi et al., 2008).

Sabendo-se que parte do processo inflamatério se da pela ativagao local e
sistémica de citocinas como o TNF-a e a IL-1B, e que exercicios aerdbicos de
intensidades leve e moderada tém demonstrado possuir efeito na diminuigao
destas citocinas, hipotetizamos que sessdes de exercicios aerdbicos de
intensidade leve realizados previamente a indugao experimental de ARDS poderao
resultar em uma resposta atenuada a lesao pulmonar (inflamacéao, remodelamento

e alteracdo da funcao pulmonar).
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3.0 - Objetivos gerais:

Avaliar os efeitos da atividade fisica aerébica de intensidade leve realizada

previamente a inducao de um modelo experimental de ARDS em camundongos.
3.1 -0Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos da atividade fisica aerdbica de intensidade leve, realizada
durante 5 semanas anteriores a inducao experimental de SARA, sobre os seguintes
pardmetros:

e mecéanica pulmonar

e marcadores de inflamagé&o pulmonar

e marcadores de estresse oxidativo pulmonar

e remodelamento pulmonar

e niveis de ATP no lavado broncoalveolar

e expressao dos receptores purinérgicos P2X e P2Y por células inflamatoérias

no parénquima pulmonatr.

11
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4.0 - Materiais e Métodos

4.1 - Animais e Grupos Experimentais:

Serao utilizados 32 camundongos machos da linhagem BALB/c, adultos
jovens, com 06 semanas de idade, pesando aproximadamente 18-20 g.

Os animais serdo obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo e mantidos em condicdes controladas de temperatura
(22-25°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/ 12h escuro), e 70 % de umidade relativa.
A alimentacao constara de agua e ragao “ad libitum” (Purina Labina® Sao Paulo,
Brasil).

Os animais serao divididos em 4 grupos:

1 - Controle (Co): animais submetidos a 5 semanas de repouso; apoés este periodo
receberdo administragao intra-traqueal de NaCl 0,9%, e serdo sacrificados 24
horas apds esta administracgao.

2 — Exercicio Aerébio Prévio (PRE): animais submetidos ao treinamento fisico
aerébio de intensidade leve (50% da maxima capacidade fisica) durante 5
semanas. Apds 24 horas do ultimo teste fisico, os animais receberdao administracao
intra-traqueal de NaCl 0,9%, e serdo sacrificados 24 horas apods esta
administragao.

3 — Lesao Pulmonar Aguda (LPS): animais submetidos a 5 semanas de repouso;
receberdo administragao intra-traqueal de LPS E. Coli (200ug/animal), e serdo
sacrificados 24 horas apdés essa administracao.

4 - Exercicio Aerdébio Prévio + Lesdao Pulmonar Aguda (PRE+LPS): animais
submetidos previamente ao treinamento fisico aerébio de intensidade leve (50% da
maxima capacidade fisica) durante 5 semanas, submetidos a administragéo
intratraqueal de E. Coli LPS (200ug/animal). 24 horas apds o término do ultimo teste

fisico e da administragcao de LPS, os animais serao sacrificados.

12
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4.2 - Inducao da Lesao Pulmonar Aguda (LPS):

No grupo LPS e PRE+LPS, os animais receberao E. coli LPS (026:B6, 200pg it.)
suspenso em solugdo salina com volume de 0,05 ml. Para instilagdo intratraqueal,
os camundongos serdao anestesiados com sevoflurane e em seguida receberdo LPS
instilado por agulha fina através de uma incisdo de cerca de 1 cm na linha média
cervical anterior, para exposi¢cao da traqueia.

A incisdo sera suturada com fio 5.0 e os camundongos retornarao para suas

gaiolas (Santos et al., 2006).
4.3 - Protocolo de Teste e Treinamento Fisico:

O treinamento fisico aerdbio sera realizado em esteira ergométrica adaptada
para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed?®, RS, Brasil), por um periodo
de 05 semanas (Vieira et al., 2007). Na semana anterior ao periodo de treinamento,
0s animais serdo submetidos a 03 dias de adaptacao na esteira ergométrica (10
minutos a uma velocidade de 0,2 Km/h (Vieira, 2007).

Quarenta e oito horas apds o terceiro dia de adaptacao, os animais serao
submetidos a um teste de esforgo maximo. O teste consiste em 05 minutos de
aquecimento a uma velocidade de 0,2 Km/h que sera aumentada em 0,1 Km/h a
cada 2,5 minutos até a exaustdo dos animais.

Os animais serdo considerados exaustos quando ndo conseguirem
permanecer correndo mesmo apoés 10 estimulos mecanicos (Vieira, 2007).

A intensidade do treinamento (leve = 50%) sera calculada a partir da
velocidade maxima atingida no teste. O treinamento sera realizado 03 vezes por
semana (segundas, quartas e sextas), 60 minutos por sessao, durante 05 semanas.
Apos este periodo, 24 horas antes da administracao de salina (grupos controle) e
LPS (grupos LPA), o teste fisico sera repetido com o intuito de reavaliar o

condicionamento fisico dos animais (Vieira, 2007).
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Ressaltamos que a adaptacdo na esteira e o teste fisico inicial e final serado
aplicados nos 04 grupos experimentais com o intuito de avaliar se o treinamento

fisico foi capaz de melhorar o condicionamento fisico dos animais.
4.4 - Coleta e Analise do Oxido Nitrico Exalado:

Apés anestesia e sob ventilacdo mecéanica (condi¢cdes descritas no item
abaixo), os animais terdo um balao de mylar conectados na valvula expiratéria do
ventilador por um periodo de 5 minutos. Apds os 5 minutos, o balao sera retirado,
fechado e analisado através do método de quimioluminescéncia, conforme rotina

de nosso laboratoério (Prado et al., 2006).
4.5 - Avaliacao da Mecanica Pulmonar:

Para avaliacdo da mecénica, os animais serdo anestesiados com
Pentobarbital sédico (50 mg/kg, por via intraperitoneal), traqueostomizados com
catéter intravascular 20G e conectados a um respirador para pequenos animais
(FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canada). Os animais serdo ventilados com um
volume corrente de 10 ml/Kg e frequéncia respiratdria de 120 ciclos/minuto.

Sera utilizado um PEEP de 5 cmH20, conectado a valvula expiratdria do
ventilador. Posteriormente sera induzida uma paralisia muscular através de uma
injecao intraperitoneal de Brometo de Pancurbénio (1mg/Kg) e serdo avaliadas,
através de técnica de oscilagao forcada e de fase constante (Hantos et al., 1992),
as medidas: Raw (resisténcia das vias aéreas), law (inertdncia das vias aéreas), Gtis
(resisténcia do tecido pulmonar) e Htis (elastancia do tecido pulmonar), conforme

rotina do nosso laboratério (Lopes, 2007).
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4.6 - Coleta e Analise do Sangue:

Apés arealizacdo da mecénica pulmonar, os animais terdo o abdémen aberto
e serao coletados entre 0,5 e 1,0ml de sangue através da veia cava inferior. O
sangue sera centrifugado a 1000rpm e o soro sera aliquotado e armazenado a -70°C

para avaliagao dos niveis de IL-6, IL-10, IL-1ra e TNF-alfa (Bozza, 2007).
4.7 - Coleta e Analise do Lavado Broncoalveolar (LBA):

Apés a coleta do sangue, ainda canulados, os pulmoes serdao lavadoscom 1,5
ml(3x 0,5 ml) de soro fisiologico estéril (NaCl0,9%) e 1,0 mldo LBA serarecuperado

(Vieira, 2007).
4.8 - Analise dos Niveis de ATP no LBA:

Imediatamente apds a coleta do LBA, 200ul serdo coletados e armazenados
em nitrogénio liquido. Os niveis de ATP serdo avaliados através de técnica de

quimiluminescéncia utilizando-se o kit ATPLite (Perkim Elmer®) (Idzko, 2007).

4.9 - Analise dos Niveis de Espécies Reativas de Oxigénio:

Imediatamente apdés a coleta do LBA, 400 microlitros do LBA fresco serao
imediatamente utilizados para a analise da producao de espécies reativas de
oxigénio  (ROS), através de técnica de quimioluminescéncia. A
quimioluminescéncia sera medida por 5 minutos a 37°C, segundo adaptacao da
técnica de (Cocuzza, 2007). Os resultados sao expressos em fotons contados por

minuto, por numero de células x 105.
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4.10 - Analise do Nimero de Células Totais e Diferenciais:

Para esta analise, 400 ul serao centrifugados (1000 rpm, durante 10 minutos)
a 05°C, e o sobrenadante coletado e armazenado a — 70° C para anéalises futuras. O
botao de células sera ressuspendido em 0,4ml de soro fisiolégico estéril (NaCl
0,9%) e utilizado para avaliacdo do numero de células total e diferencial. Vinte
microlitros serao utilizados para contagem do numero total de células com auxilio
de uma camara de newbauer (Vieira et al., 2007; Vieira, 2007).

Duzentos microlitros serdo utilizados para contagem diferencial apés
centrifugacdo (06 min, 450 rpm) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments
Sewickley, PA) e coloracdo das laminas com May-Grun-wald-Giemsa. Serao

contadas 300 células por lamina (Vieira et al., 2007; Vieira, 2007).

4.11 - Analise do Nimero de Células Totais e Diferenciais:

Para esta analise, 400 ul serao centrifugados (1000 rpm, durante 10 minutos)
a 05°C, e o sobrenadante coletado e armazenado a — 70° C para analises futuras. O
botdo de células sera ressuspendido em 0,4ml de soro fisiolégico estéril (NaCl
0,9%) e utilizado para avaliacao do numero de células total e diferencial. Vinte
microlitros serao utilizados para contagem do numero total de células com auxilio
de uma camara de newbauer (Vieira et al., 2007; Vieira, 2007).

Duzentos microlitros serdo utilizados para contagem diferencial apés
centrifugacdo (06 min, 450 rpm) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments
Sewickley, PA) e coloragcdo das laminas com May-Grun-wald-Giemsa. Serdo

contadas 300 células por lamina (Vieira et al., 2007; Vieira, 2007).
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4.12 - Analise dos Niveis de Mediadores Préo-inflamatérios e Anti-

inflamatério:

Os niveis de mediadores pré-inflamatdrios (IL-1beta, IL-6, KC (IL-8), TNF-alfa)
e anti-inflamatérios (IL-1ra e IL-10), serao avaliadas no sobrenadante do LBA através

de kits comerciais de ELISA (Bozza, 2007).

4.13 - Histologia:

Apos a coletado LBA, o pulmao esquerdo sera clampeado para que o pulméo
direito seja perfundido com 0,15 ml de formol 10% e seja imediatamente imerso em
formol 10% por 24 horas. O pulmao direito sera submetido a rotina histoldgica para

aplicagao de técnicas histoquimicas e imunohistoquimicas.

4.14 - Avaliagao da Inflamacao no Parénquima Alveolar:

A avaliagdo da densidade de células polimorfonucleares, mononucleares e
células inflamatdrias positivas para os anticorpos serad realizada através de
morfometria convencional. Serdo avaliados 15 campos do parénquima de cada
animal, escolhidos de maneira aleatdéria, num aumento de 400x. A area de tecido
pulmonar sera calculada a partir do numero de pontos que incidirem nos septos
alveolares. A densidade das células sera determinada como o numero de células
positivas nos septos alveolares dividido pela area mensurada. A densidade das
células sera expressa em células/pm2 e os resultados serdo transformados para

cells/mm?, ajustando-se as unidades (Vieira et al., 2007; Vieira, 2007).
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4.15 - Imunohistoquimica:

As laminas previamente preparadas com (3-Aminopropil-trietoxisilano)
(Silane) contendo os cortes histoldgicos dos pulmdes serdo inicialmente
desparafinadas, hidratadas e submetidas as reagdes com os anticorpos primarios
para as seguintes avaliagdes:

Estresse Oxidativo e Nitrosativo: expressdo de GP91phox, 3-nitrotirosina, iNOS
pelas células inflamatdrias no parénquima alveolar (Vieira, 2007) e a expressao de
8-isoprostano no paréngquima pulmonar (Angeli et al., 2008).

Enzimas antioxidantes: expressao de SOD-1 e GPX pelas células inflamatdrias no
parénquima alveolar (Vieira, 2007).

Receptores Purinérgicos: expressdo dos receptores P2X e P2Y pelas células

inflamatdrias no parénquima alveolar.

4.16 - Avaliagao do Remodelamento do Parénquima Alveolar:

A proporgéo do volume de fibras colagenas (coloragdo com Picrossirius) e
elasticas (Resorcina Fucsina com Oxidagao) sera determinada analisando-se 15
campos de parénquima de cada animal escolhidos de maneira aleatdria, avaliados
num aumento de 400x. A proporcao de volume de fibras colagenas e elasticas sera
calculada como a relagdo entre o numero de pontos que incidirem sobre fibras
colagenas ou elasticas e o numero de pontos que incidirem nos septos alveolares.

Os resultados serdo expressos como porcentagem (Vieira et al., 2007; Vieira,

2007).
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