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RESUMO 



 

Toledo AC. Efeitos do treinamento físico aeróbio sobre a lesão 

pulmonar induzida por exposição à fumaça de cigarro em 

camundongos C57Bl6. [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2009. 146p. 

O exercício aeróbio foi recentemente descrito como capaz de reduzir a 

função pulmonar e diminuir o risco de desenvolver DPOC entre fumantes 

ativos. A plausibilidade biológica da influência da atividade física sobre o 

declínio da função pulmonar está relacionada aos efeitos anti-inflamatórios 

efeitos da atividade física, que tem sido descritos em estudos experimentais. 

A hipótese é que haveria uma interação entre exercício aeróbio e o 

desenvolvimento da doença. A fim de explorar mais a fisiopatologia da 

DPOC induzida pela exposição à fumaça de cigarro e os efeitos do exercício 

no desenvolvimento do enfisema, utilizamos um modelo experimental de 

DPOC. C57Bl6 foram divididos em quatro grupos: Controle, Fumo, Exercício 

e Fumo/Exercício. Os animais dos grupos Fumo foram expostos à fumaça 

de cigarro por 30 minutos por dia, 5 dias por semana, durante 24 semanas. 

Os animais dos grupos Exercício foram treinados em intensidade moderada 

durante 60 minutos por dia, 5 dias por semana durante 24 semanas. Os 

resultados demonstraram que o treinamento físico aeróbio regular de 

intensidade moderada inibiu o desenvolvimento de enfisema, o aumento do 

total de células inflamatórias e a produção de espécies reativas de oxigênio 

no LBA, além do aumento na geração de óxido nítrico exalado, induzido pela 

exposição à fumaça do cigarro, e inibiu o aumento de 8-isoprostano e MCP1, 

além de aumentar a expressão da GPx, SODCuZn, TIMP1 e IL-10 por 



 

células inflamatórias na parede alveolar. O estudo também mostrou que o 

treinamento físico aeróbio foi capaz de inibir a diminuição da elastância 

pulmonar induzida pela exposição à fumaça de cigarro, mas não reduziu o 

aumento de colágeno no parênquima pulmonar. Estes resultados sugerem 

que o treinamento físico regular aeróbico de intensidade moderada pode 

desempenhar um papel importante durante a instalação da doença devido 

ao seu efeito antioxidante e antiinflamatório. 

Descritores: doença pulmonar obstrutiva crônica; exercício; modelos 

animais; lesão por inalação de fumaça/fisiopatologia; tabaco/efeitos 

adversos; fumaça; camundongos 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMMARY 



 

Toledo AC. Aerobic exercise attenuates pulmonary alterations induced 

by exposure to cigarette smoke in mice [thesis]. São Paulo: “Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2009. 146p. 

Aerobic exercise was recently described as capable to reduce lung 

function decline and risk of developing COPD among active smokers. The 

biological plausibility of the influence of physical activity on the decline of lung 

function relies on the anti-inflammatory effects of physical activity, which 

have been described in experimental studies. We hypothesized there would 

be an interaction between aerobic exercise and development of disease. In 

order to further explore the physiopathology of COPD induced by exposure to 

cigarette smoke and the effects of exercise in development of emphysema, 

we used an experimental model of DPOC. C57Bl6 were divided in four 

groups: Control, Smoke, Exercise and Smoke/Exercise. Smoke groups were 

exposed to cigarette smoke for 30 minutes a day, 5 days a week, for 24 

weeks. Exercise groups were trained at moderate intensity exercise for 60 

minutes/day, 5 days/week for 24 weeks. The results demonstrated that 

regular aerobic physical training of moderate intensity inhibited alveolar 

distension, the increase of total inflammatory cells and production of reactive 

oxygen species in BAL and the increase in the generation of exhaled nitric 

oxide induced by exposure to cigarette smoke, and reduced the expression 

of 8-isoprostane and MCP1 and increased the expression of GPx, 

SODCuZn, TIMP1 and IL-10 by inflammatory cells in the alveolar wall. The 

study also showed that aerobic physical training was able to inhibit the 

decrease in lung elastance induced by exposure to cigarette smoke, but not 



 

the content in collagen fibers. These results suggest that regular aerobic 

physical training of moderate intensity may play an important role during the 

installation of disease due to its antioxidant and antiinflammatory effects.  

Keywords: chronic obstructive pulmonary disease; aerobic exercise; animal 

models; smoke 
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1 INTRODUÇÃO  

A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) é uma doença 

caracterizada por limitação ao fluxo aéreo não completamente reversível, 

geralmente progressiva e associada a uma resposta inflamatória anormal a 

partículas ou gases tóxicos (1).  

A DPOC pode ter diferentes apresentações clínicas e muitos 

pacientes são diagnosticados como portadores de enfisema pulmonar ou 

bronquite crônica. Enfisema pulmonar refere-se à destruição das superfícies 

alveolares dos pulmões. É um diagnóstico anatomo-patológico, embora seja 

usado muitas vezes na prática clínica. Bronquite crônica é definida como a 

presença de tosse com expectoração por pelo menos 3 meses, por 2 anos 

consecutivos. No entanto, muitos pacientes apresentam graus variados das 

duas alterações patológicas: tosse produtiva e destruição do parênquima 

pulmonar. Assim, a definição proposta atualmente não utiliza os termos 

enfisema e bronquite crônica, mas caracteriza a doença por sua 

manifestação principal, a limitação do fluxo aéreo.   

O tabagismo é o mais importante fator ambiental na patogênese da 

doença pulmonar obstrutiva crônica, no entanto, apenas cerca de 20% dos 

fumantes desenvolvem a doença, independentemente da quantidade de 

cigarros consumidos (2). Isso indica que a suscetibilidade à doença 

provavelmente resulte de múltiplos componentes genéticos e de efeitos 

ambientais.  

Em menos de 2% de todos os casos relatados, a DPOC ocorreu como 

uma doença  devido à deficiência de α1-antitripsina.  
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A melhor estratégia para redução dos riscos mórbidos de um 

tabagista é certamente parar de fumar. De fato, um tabagista que para de 

fumar começa a ter redução dos seus riscos, entre eles a redução do 

declínio da função pulmonar (3, 4). 

Entretanto, muitos tabagistas não querem ou não conseguem parar 

de fumar. Qual é a melhor estratégia para estes fumantes? É possível que 

um programa adequado de atividade física possa reduzir parte dos riscos 

impostos pelo tabagismo. A redução do risco cardiovascular em pacientes 

que se submetem a treinamento físico já foi adequadamente demonstrada. 

Tais indivíduos parecem ter benefícios com redução de mortalidade geral, 

menor incidência de doenças coronarianas e menor mortalidade por eventos 

coronarianos (5).  

Existem dados que mostram que mesmo indivíduos tabagistas 

beneficiam-se dos efeitos protetores de um programa de atividade física 

regular (6-9).  Fló demonstrou uma piora do enfisema pulmonar já instalado, 

induzido por papaína, em ratos quando estes foram submetidos à atividade 

física (10). Nesse modelo experimental onde há enfisema pulmonar na 

ausência de bronquite, o aumento do volume corrente e volume minuto 

durante a atividade física poderiam favorecer uma piora da lesão pulmonar 

já instalada. Mas não sabemos os efeitos do exercício físico durante a 

instalação da lesão pulmonar pelo tabagismo. 

Um estudo de coorte prospectiva realizado em Copenhagem, com 

avaliação a cada 5-10 anos, mostrou que fumantes ativos que realizavam 

moderado ou alto grau de atividade física tinham o risco reduzido de 
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desenvolver DPOC comparados ao grupo que realizava pouca atividade 

física (11). 

No modelo experimental aqui proposto, em que a doença pulmonar 

estabelecida pela inalação de fumaça de cigarros por tempo prolongado 

deve ser caracterizada por bronquite e enfisema, o efeito da atividade física 

durante a instalação da doença não está devidamente estudado. 

Neste contexto, faremos uma breve revisão sobre os mecanismos 

determinantes para a instalação da doença e os efeitos do treinamento físico 

aeróbio. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVO 



OBJETIVOS   

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 
 

6 

2 OBJETIVO  

Avaliar o efeito da atividade física sobre os pulmões de camundongos 

durante a instalação da lesão pulmonar induzida por inalação de fumaça de 

cigarro.  
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3 REVISÃO DA LITERATURA  

3.1 DPOC – Definição e epidemiologia 

A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) é uma doença 

caracterizada por limitação ao fluxo aéreo não completamente reversível, 

geralmente progressiva e associada a uma resposta inflamatória anormal a 

partículas ou gases tóxicos.  A limitação ao fluxo aéreo característica da 

DPOC é causada por uma mistura entre doença de pequenas vias aéreas 

(bronquiolite obstrutiva) e a destruição do parênquima pulmonar (enfisema), 

e a contribuição relativa de cada uma delas varia de indivíduo para indivíduo. 

A DPOC tem uma história natural variável e nem todos os indivíduos 

seguem o mesmo curso. A cessação da exposição ao agente nocivo pode 

resultar em redução na progressão da doença. O maior fator de risco para o 

desenvolvimento da DPOC é a exposição à fumaça do cigarro. No entanto, 

outros fatores de risco, como a poeira ocupacional e agentes químicos, 

podem estar associados ao desenvolvimento da doença. O fator de risco 

genético melhor documentado é a deficiência de alpha 1 antitripsina (1).  

O risco para desenvolvimento de DPOC em fumantes está relacionado 

à dose (3). Idade em que começou a fumar, quantidade total de pacotes de 

cigarros consumidos/ano e estado do consumo atual são preditivos de 

mortalidade de DPOC. O fato de apenas uma parcela dos fumantes 

desenvolverem clinicamente DPOC sugere que fatores genéticos possam 

modificar o risco individual (12). 

A prevalência mundial da DPOC, em adultos com mais de 40 anos, é 

cerca de 9-10%, quando definida pela limitação do fluxo aéreo (13). No 
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entanto, há grande variação regional desta medida, quer por diferenças na 

exposição das populações aos fatores de risco, quer por diferenças nas 

definições de DPOC usadas nos diferentes estudos epidemiológicos.  

Em São Paulo, um estudo iniciado em 2002 mostrou que a 

prevalência de DPOC, definida com espirometria, foi 15,8% em indivíduos 

acima de 40 anos (14). Embora maior que a prevalência descrita na meta-

análise global discutida acima, este valor é compatível com uma medida 

anterior, feita em Pelotas, que identificou uma prevalência de 15,2% (15).  

A prevalência da doença aumenta progressivamente com a idade, 

acompanhando a perda funcional pulmonar que ocorre em todos os 

indivíduos. No estudo realizado em São Paulo, a prevalência de DPOC foi 

8,4% nos indivíduos entre 40 e 49 anos; 16,2% na faixa entre 50 e 59 anos; 

e 25,7% nos indivíduos com 60 anos ou mais.  

Dados do DATASUS* mostram que bronquite crônica e enfisema 

pulmonar foram responsáveis por cerca de 170.000 internações em 2007 no 

sistema público de saúde em todo o Brasil, representando 1,5% do total de 

internações em hospitais públicos.  

O cigarro constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento da 

doença. A incidência cumulativa pode dobrar ou triplicar com a exposição a 

este agente (16). Dados do DATASUS* mostraram que a prevalência de 

tabagismo na cidade de São Paulo foi 19,9% em 2002. No mesmo ano, a 

prevalência de DPOC na população tabagista da capital paulista foi 21,8%. 

Os ex-fumantes tinham uma prevalência de DPOC de 15,6%. Nos não 

fumantes, esta prevalência foi 12,5% (14).  A exposição ao cigarro também 
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está associada a uma maior queda da função pulmonar ao longo do tempo. 

A abstinência ao cigarro, por sua vez, reduz esta velocidade de declínio (3, 

4).  

A mortalidade e morbidade do DPOC é um sério problema de saúde 

pública global; em 1990 a DPOC era a sexta causa de morte mundial, mas é 

esperado ser a terceira mais comum causa de morte em 2020 (17). A 

prevalência de DPOC no médio prazo deve aumentar. Ainda que haja um 

programa eficiente que consiga reduzir a exposição à fumaça de cigarro, 

projeta-se que o envelhecimento populacional suplantará o efeito da redução 

deste fator de risco (18). Portanto, esta é uma doença que continuará a 

afetar grande parcela da população por vários anos. 

De acordo com a Comunidade Européia de pesquisa em Saúde 

Respiratória (ECRHS) a DPOC pode ser o maior problema de saúde entre 

adultos jovens (19). Dessa forma, os custos com a doença são 

consideráveis (20). 
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3.2 Fisiopatologia 

3.2.1 Desequilíbrio oxidante - antioxidante 

O estresse oxidativo, um desequilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes, está aumentado em pacientes com DPOC, principalmente 

durante exacerbações (21), e espécies reativas de oxigênio (ROS) 

contribuem para a fisiopatologia da doença (22).  

O fumo, diretamente ou por meio das células inflamatórias, pode 

aumentar a concentração de oxidantes e também levar a uma redução da 

capacidade antioxidante pulmonar. Há associação entre dieta pobre em 

antioxidantes e o risco para o desenvolvimento de enfisema e detecta-se 

aumento de Isoprostano 8, um produto do estresse oxidativo, no ar exalado 

e na urina de pacientes com DPOC (23, 24).  

Assim, o estresse oxidativo pode ser uma via para o desenvolvimento 

da doença, no entanto, o exato papel desta via de lesão e sua relação com 

os mecanismos inflamatórios na fisiopatologia da DPOC ainda precisam ser 

melhor esclarecidos. 

 

3.2.1.1 Espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo 

A geração de espécies reativas de oxigênio nos pulmões é reforçada 

após exposição exógena a numerosos agentes químicos e físicos, que 

incluem poeiras minerais, ozônio, óxidos de nitrogênio, radiação ionizante e 

ultravioleta (25), e fumaça de cigarro (26).  

A fumaça de cigarro é uma mistura altamente complexa de mais de 

4.700 produtos químicos distribuídos nas fases aquosa, gasosa e de 
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alcatrão do fumo. Na fase gasosa a fumaça é composta por altas 

concentrações de oxidantes de curta duração (>1015 moléculas por puff) (26) 

como o ânion superóxido e o óxido nítrico. O óxido nítrico e o ânion 

superóxido reagem imediatamente à forma altamente reativa da molécula de 

peroxinitrito.  

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são moléculas muito instáveis 

formadas a partir da redução do oxigênio (O2). Em concentrações 

moderadas, essas moléculas participam de funções importantes em nosso 

organismo como na mediação de processos de sinalização celular, 

eliminação de microorganismos invasores e modulação dos processos 

inflamatórios (27). O termo espécies reativas de oxigênio é um coletivo que 

inclui não somente radicais de oxigênio como o radical superóxido (O2) ou 

hidroxila (OH), mas, também, alguns derivados não radicalares, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o ácido hipocloroso (HOCl) (28). Dentre as 

principais espécies reativas de oxigênio estão: o ânion superóxido (-O2), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroxila (OH -), e o óxido nítrico 

(NO). A mitocôndria e o complexo enzimático da NADPH-oxidase são 

considerados as principais fontes celulares de ROS no organismo (29). 

Na mitocôndria a produção de ROS está associada à metabolização 

da glicose (30). Nesse processo, durante a fosforilação oxidativa, grande 

parte do oxigênio consumido é reduzido à água. Entretanto, uma fração 

pequena, porém significativa, de oxigênio consumido pode sofrer escape da 

cadeia transportadora de elétrons e ser transformado em ROS (31). Estima-
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se que dois a cinco por cento do oxigênio utilizado pela mitocôndria sejam 

convertidos em radicais livres (32). 

Outra fonte celular de ROS, e tão importante quanto a mitocôndria, é 

através do complexo enzimático da NADPH-oxidase. A NADPH-oxidase é 

constituída por várias subunidades, estando algumas localizadas no 

citoplasma como a p47fox, p67fox e a p40fox e outras na membrana 

plasmática como a gp91fox e a p22fox 26. Quando a NADPH oxidase é 

estimulada, as subunidades do citoplasma p47fox, p67fox e p40fox são 

fosforiladas e migram para a membrana plasmática, onde estão os 

componentes gp91fox e p22fox, com os quais se associam. Ao mesmo 

tempo a subunidade rac2 se dissocia de seu inibidor e, também, migra para 

o complexo na membrana (29). Uma vez estando a associação de todos os 

componentes da NADPH oxidase completa, tem início a redução do oxigênio 

e formação do ânion superóxido, radical hidroxila e peróxido de hidrogênio.  

A fase aquosa do condensado da fumaça de cigarro pode sofrer uma 

reciclagem redox por um período de tempo considerável no fluido  

de revestimento epitelial de fumantes. A fase de alcatrão da fumaça de 

cigarro contém radicais orgânicos, como os radicais semiquinona de longa 

duração, que podem reagir com oxigênio de modo a formar O2-, OH e H2O2 

(33). Esta fase também possui um efetivo quelante de metais, onde o ferro é 

quelado para produzir alcatrão-semiquinona+alcatrão-Fe2+, que pode gerar 

continuamente peróxido de hidrogênio (34).  
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O estresse oxidativo pode conduzir a peroxidação de lipídios de 

membrana, aumento nos íons de cálcio intracelular, ruptura do citoesqueleto 

e danos ao DNA (28).  

As principais fontes celulares de espécies reativas de oxigênio no 

pulmão incluem não só neutrófilos, eosinófilos e macrófagos alveolares (35), 

mas também células epiteliais alveolares, células epiteliais e células 

endoteliais brônquicas (36-38). 

 

3.2.1.2 Sistema antioxidante 

Os pulmões são expostos diariamente a grandes quantidades de 

oxigênio e a desafios oxidativos, por isso é imperativo que esse órgão 

possua mecanismos de defesa: os antioxidantes endógenos.  

Os principais antioxidantes não enzimáticos dos pulmões são a 

glutationa, vitaminas C e E, beta-caroteno e ácido úrico e os enzimáticos são 

a superóxido dismutase (SOD), catalase e peroxidases. Estes antioxidantes 

são as primeiras linhas de defesa contra os oxidantes.  

A superóxido dismutase (SOD) está essencialmente presente em 

todas as células do corpo e tem sido demonstrado que essa enzima 

desempenha um papel importante na proteção das células e dos tecidos 

contra o estresse oxidativo. As três grandes formas de SOD são relatadas 

com base em sua estrutura, localização, indutibilidade e íon de metal 

requerido e todas tem um mecanismo comum de dismutação do ânion 

superóxido para uma molécula menos potente, o peróxido de hidrogênio 

(H2O2).  
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A superóxido dismutase cobre, zinco (SODCuZn ou SOD1), é 

essencialmente localizada no citosol (39). Embora mais abundante do que a 

forma superóxido dismutase manganês (SODMn), não é induzivel na mesma 

medida (40). A SODCuZn é uma proteína homodimérica (MWt, 32,5 kDa) e 

requer tanto Cu quanto Zn em seu sítio ativo (41). O cobre é essencial para 

a atividade catalítica da enzima, e o zinco transmite estabilidade à estrutura 

da proteína (42). CuZn SOD é induzível e está expressa nas células 

epiteliais brônquicas, células epiteliais alveolares do tipo II, pneumócitos tipo 

II, fibroblastos, macrófagos alveolares e endotélio capilar dos pulmões (43, 

44). No epitélio brônquico, a SODCuZn é altamente expressa em células 

epiteliais ciliadas. No pulmão humano, a expressão da SODCuZn tem sido 

encontrada no epitélio brônquico (45), pneumócitos tipo II, e macrófagos 

alveolares (46). A enzima antioxidante SODCuZn bem como, sua atividade 

total mostrou-se diminuída no epitélio das vias aéreas em asmáticos (47) e 

um aumento na produção do ânion superóxido foi observado em pacientes 

asmáticos (48). Cobaias pré tratadas com SOD recombinante mostraram 

proteção contra liberação de citocinas mediada por NF-κB induzida pela 

exposição à fumaça de cigarro e posterior inflamação leucocitária (49). 

Estudos recentes têm mostrado também baixa regulação de SODCuZn e 

SODMn em vias aéreas de asmáticos (50) e sugerem que o tratamento com 

SODCuZn humana recombinante ao nascimento pode reduzir a lesão 

pulmonar, resultando em melhora clínica mensurada no primeiro ano de vida 

(51). A sobrevivência dos animais foi associada aos níveis de SODMn, 

camundongos deficientes morreram entre os dias 10/21 após o nascimento 



REVISÃO DA LITERATURA   

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 
 

16 

de cardiomiopatia, acidose metabólica e neurodegeneração (52). Apenas 

50% de atividade da SODMn tem sido relatada ser suficiente para a 

resistência normal à hiperóxia (53). No entanto, os estudos com 

camundongos transgênicos hiperexpressando SODMn têm mostrado 

resultados inconclusivos quanto à resistência à toxicidade ao oxigênio em 

condições hiperoxicas (54). 

A superóxido dismutase manganês (SODMn ou SOD2) é considerada 

um dos mais importantes componentes antioxidantes de uma célula. É uma 

enzima homotetramerica (MWt, 88 kDa) e exige manganês  em seu centro 

ativo (42). SODMn constitui cerca de 10 a 15% do total das SODs e está 

localizada na mitocôndria de pneumócitos tipo II, macrófagos alveolares e 

epitélio brônquico em ratos e, pelo menos, nas células epiteliais brônquicas 

do pulmão de humanos (55). A SODMn é expressa em células de paredes 

das vias aéreas, nos septos de ductos alveolares e nas paredes arteriais 

adjacentes às vias aéreas. Citocinas inflamatórias tais como interleucina-1 e 

6, interferon-α, fator de necrose tumoral - α, fumaça de cigarro e hiperóxia 

induzem aumento na expressão de SODMn (52, 56). A expressão de 

SODMn foi encontrada elevada em epitélio brônquico e alveolar de fumantes 

com doença pulmonar obstrutiva crônica comparada a indivíduos normais, 

provavelmente devido ao aumento da carga oxidante nos pulmões dos 

fumantes (57).  Estudos demonstram que a SODMn está inativada nas vias 

aéreas de indivíduos asmáticos (devido à sua oxidação e nitração) o que 

induz apoptose epitelial. Além disso, a oxidação e a nitração da SODMn 

foram identificadas nas vias aéreas de asmáticos, correlacionando-se com a 
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gravidade da doença (58). Mecanismos semelhantes ocorrem nas vias 

aéreas de doenças induzidas pelo cigarro e, portanto, a superexpressão de 

SODs e catalase pode proteger contra a lesão pulmonar induzida pelo 

cigarro. 

A superóxido dismutase extracelular (SOD-EC ou SOD3) é a principal 

SOD extracelular do fluido pulmonar e dos espaços intersticiais de pulmões 

de ratos e humanos. A SOD-EC está presente nos vasos sangüíneos e vias 

aéreas. É uma glicoproteína tetramérica (MWt, 135 kDa) e exige Cu e Zn 

para realizar suas atividades (59). Caracteristicamente, SOD-EC exibe 

afinidade heterogênea à heparina (60), regulamenta a biodisponibilidade do 

óxido nítrico e modula os níveis de NO (61). A expressão de SOD-EC é 

induzida pelo interferon-γ e deprimida pelo fator de necrose tumoral-α, fator 

de crescimento tumoral-β e interleucina-1α em fibroblastos (62). Macrófagos 

alveolares e neutrófilos podem expressar alta quantidade de SOD-EC sobre 

estimulação antigênica pelo lipopolissacaride (63). Em pulmões de seres 

humanos, a SOD-EC é expressa em células epiteliais brônquicas, células 

alveolares tipo II, macrófagos alveolares, condrócitos e células endoteliais 

pulmonares (64, 65). A maior localização da enzima foi encontrada na matriz 

extracelular, principalmente em torno dos vasos sangüíneos, vias aéreas, e 

nas regiões em torno dos alvéolos e dos capilares. SOD-EC em conjugação 

com glutationa peroxidase constituem a primeira linha de defesa contra 

oxidantes inalados. 

As glutationa peroxidases são uma família de enzimas antioxidantes 

dependentes de selênio e enzimas antioxidantes independentes e podem 
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ser divididas em dois grupos, celulares e extracelulares. Em geral, a 

glutationa peroxidase é uma proteína tetramérica (MWt, 85 kDa), e exige 

quatro átomos de selênio vinculados que conferem sua atividade catalítica. A 

glutationa peroxidase reduz o peróxido de hidrogênio a H2O pela oxidação 

da glutationa (GSH) (35). A redução da forma oxidada, dissulfurica da 

glutationa (GSSG), é em seguida, catalisada pela glutationa redutase 

através do ciclo da glutationa (66). A capacidade de reciclar GSH faz o ciclo 

GSH crucial para o mecanismo de defesa antioxidante de uma célula e 

impede o esgotamento dos tióis celulares (67). 

Estas enzimas estão presentes no citosol da maioria das células. 

Outras variedades incluem fosfolípides, hidroperóxido, glutationa peroxidase 

(68) e glutationa peroxidase gastrointestinal (69). Uma forma de glutationa 

peroxidase extracelular dependente de selênio tem sido relatada no fluido de 

revestimento epitelial pulmonar e em outras células (70). Alguma atividade 

da glutationa peroxidase também foi encontrada nas mitocôndrias (71, 72). 

O fluido de revestimento epitelial alveolar contém uma quantidade muito 

elevada de glutationa peroxidase clássica e extracelular em consonância 

com uma elevada quantidade de GSH (73). Células epiteliais primárias 

brônquicas, macrófagos alveolares, e outras linhas celulares podem 

sintetizar glutationa peroxidase clássica e extracelular e também secretar 

glutationa peroxidase extracelular (70). A glutationa peroxidase clássica é 

induzida pela hiperóxia (74) e pela combinação de hiperóxia e fator de 

necrose tumoral -α (75). Os níveis de ambas as glutationas (clássica e 

extracelular) são diminuídos após a exposição ao ozônio, mas não pela 
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exposição ao dióxido de nitrogênio (76). A GSH é considerada mais 

importante do que a catalase em condições fisiológicas. Além disso, o ciclo 

redox GSH tem a capacidade de metabolizar hidroperóxidos diferentes do 

peróxido de hidrogênio. Células epiteliais brônquicas primárias, macrófagos 

alveolares, e linhas celulares pulmonares sintetizam glutationa peroxidase 

clássica e extracelular que é secretada para o fluido de revestimento 

epitelial. Estas enzimas contribuem, cada uma, com cerca de metade da 

glutationa peroxidase no fluido de revestimento epitelial. A glutationa 

peroxidase extracellular tem atividade diminuida em crianças asmáticas 

comparadas a crianças normais (77). Em pacientes com fibrose cística, os 

níveis de GSH extracelular em vias aéreas inferiores, obtido por lavagem 

brônquica foram inferiores aos dos indivíduos sem fibrose cística (78). Em 

contraste, o escarro de indivíduos com fibrose cística contém altos níveis de 

antioxidantes, tais como GSH, glutationa peroxidase e catalase (79). 

A glutationa peroxidase e a catalase reduzem o peróxido de 

hidrogênio em H2O. O aumento de peróxido de hidrogênio lentamente inativa 

a SODCuZn. Portanto, catalase e glutationa peroxidase, por redução de 

peróxido de hidrogênio, conservam a SOD, e a SOD, por redução do anion 

superóxido, por sua vez, conserva a catalase e a glutationa peroxidase. Um 

baixo nível constante no estado da SOD, glutationa peroxidase e catalase, 

bem como de anion superóxido e peróxido de hidrogênio são, assim, 

mantidos por um mecanismo de “feedback”.  

A espécie reativa de oxigênio mais nociva é o radical hidroxila, que 

pode ser formado através da reação do ânion superóxido com o óxido nítrico 
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para produzir peroxinitrito, que se decompõe para formar o radical hidroxila e 

também, nas reações de íons de metais de transição (Fe2+) com o peroxido 

de hidrogênio (80) (Figura 1). 

 
Figura 1 – Geração de espécies reativas de oxigênio e sistema de defesa 
antioxidante. Espécies reativas de oxigênio: O2- = ânion superóxido, NO = 
óxido nítrico, H2O2 = peróxido de hidrogênio, OH = radical hidroxila, NO2 = 
dióxido de nitrogênio, NOO- peroxinitrito, Fe2+ = íon ferroso, Antioxidantes 
SOD = Superóxido dismutase. O peróxido de hidrogênio é gerado da 
dismutação do ânion superóxido pela SOD e a GPx reduz o peróxido de 
hidrogênio a H2O pela oxidação da glutationa.  
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3.2.2 Fatores genéticos 

DPOC é uma doença poligênica e um clássico exemplo de interação 

gene-ambiente. O fator de risco genético mais bem documentado é a 

deficiência hereditária de α1-antitripsina. Este traço recessivo raro é mais 

freqüente em indivíduos de origem do norte europeu. O desenvolvimento 

prematuro e acelerado de enfisema panlobular e declínio na função 

pulmonar ocorrem em ambos, fumantes e não fumantes com a deficiência 

grave, entretanto em fumantes o risco é aumentado. Há considerável 

variação entre indivíduos na extensão e intensidade do enfisema e no 

declínio da função pulmonar. Apesar da deficiência de α1-antitripsina ser 

relevante para uma pequena parte da população mundial, ela ilustra a 

interação entre genes e exposição ambiental na DPOC e fornece um modelo 

de como outros fatores de risco genéticos podem ser considerados em 

contribuir para a DPOC (1).  

Um significante risco familiar de obstrução ao fluxo aéreo tem sido 

observado em irmãos fumantes de pacientes com DPOC grave, sugerindo 

que fatores genéticos podem influenciar esta suscetibilidade. Análises 

ligadas à genética tem identificado genes de suscetibilidade à DPOC, 

incluindo o cromossomo 2q. Uma região no cromossomo 2q (SERPINE2) foi 

apontada como um gene de susceptilidade à DPOC em um estudo 

populacional (973 pacientes com DPOC e 956 indivíduos controle). Outros 

estudos de associação genética tem implicado uma variedade de genes na 

patogênese da DPOC incluindo TGF-b (81), mEPHX1 (Smith, 1997) e TNFa 

(82). Entretando, os estudos genéticos têm se mostrado inconsistentes, e 
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variantes genéticas funcionais que influenciem o desenvolvimento da DPOC 

não foram definitivamente identificadas (1). 

 

3.2.3 Desequilíbrio protease antiprotease 

O achado clínico por Laurell e Erikkson em 1963 em que os doentes 

com deficiência de a1-antitripsina tinham maior risco de desenvolver 

enfisema, combinado aos achados experimentais de Gross et al em 1965 de 

que a administração intratraqueal de papaína resultou em enfisema em 

ratos, formaram a base científica para a hipótese elastase - antielastase na 

patogênese do enfisema (83, 84). Hoje, 45 anos mais tarde, a hipótese 

elastase-antielastase ainda é uma teoria bastante discutida no 

desenvolvimento de enfisema, e os modelos animais de DPOC permanecem 

uma ferramenta experimental importante (84). 

Existem evidências na literatura que apóiam a hipótese de que o 

principal mecanismo patogênico no enfisema seja um desequilíbrio nos 

sistemas de proteases e antiproteases. Segundo esta hipótese, a inalação 

de fumaça de cigarro induz um aumento no número de neutrófilos e 

macrófagos nos pulmões, que liberam enzimas proteolíticas. A liberação de 

proteases, não totalmente inibida pelas antiproteases, leva a proteólise do 

tecido conectivo pulmonar (mais especificamente elastina) e enfisema (85, 

86).  

O lavado broncoalveolar de pacientes com DPOC associado a grave 

deficiência de α1-antitripsina comparado a pacientes sem essa deficiência, 
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mostrou diminuição na concentração de α1-antitripsina e aumento de 

neutrófilos, no entanto o LBA conseguiu inibir a elastase neutrofilica (87). 

O papel patogênico da elastase neutrofilica no enfisema de indivíduos 

deficientes em α1-antitripsina é sustentado pela correlação do aumento da 

concentração de elastase em leucócitos com a intensidade do enfisema (88). 

Várias enzimas presentes na matriz extracelular ou produzidas por 

células inflamatórias são capazes de fazer proteólise: MMP12, MMP9, 

elastase neutrofílica, catepsina K, L, S, proteinase 3 (23, 89-93). Se houver 

um aumento na produção destas enzimas, suplantando o efeito das 

antiproteases, haverá destruição de septos alveolares.  

Por outro lado, um maior efeito das antiproteases pode prevenir o 

desenvolvimento do enfisema pulmonar. A administração intraperitoneal de 

α1-antitripsina pode impedir a quebra de tecido conectivo que se segue à 

exposição aguda ao cigarro (94). Outras enzimas com papel de 

antiproteases, como SLPI (inibidor das leucoproteases) e TIMPs (inibidores 

da MMP), podem reduzir a quebra de fibras elásticas e impedir a destruição 

do parênquima pulmonar (23). 

A base da teoria protease / anti-protease da patogenia do enfisema é 

o desenvolvimento de um aumento na carga de elastase nos pulmões e uma  

 "deficiência" funcional de α-1 antitripsina, devido a sua inativação pelos 

oxidantes. Supõe-se que esta "deficiência" funcional de α-1 antitripsina seja 

devido à sua inativação pela oxidação da metionina no seu sítio ativo por 

oxidantes da fumaça do cigarro. Esta é uma simplificação, mas também 

outras proteases e antiproteases são susceptíveis aos oxidantes presentes 
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na fumaça de cigarro. Alguns trabalhos mostraram redução da atividade 

funcional da α1-antitripsina no lavado broncoalveolar (LBA) de fumantes sem 

deficiência de α1-antitripsina comparados a não-fumantes (95, 96). 

Entretanto, estudos avaliando a inativação da α1-antitripsina em fumantes 

crônicos não conseguiram produzir um claro apoio a esta hipótese (97-100). 

 

3.2.4 Inflamação pulmonar 

O tabagismo é a maior causa de inflamação crônica pulmonar e esta 

inflamação não para após a cessação do fumo (101-103). 

O desequilíbrio protease antiprotease pode ser produzido por uma 

resposta inflamatória ao agente agressor inalado. Várias células 

inflamatórias são encontradas nas vias aéreas, no lavado broncoalveolar e 

no parênquima pulmonar dos pacientes, em diferentes fases da doença. 

Porém, os tempos de surgimento de cada uma destas células, seu papel no 

desenvolvimento da doença e suas inter-relações não são suficientemente 

conhecidos. 

Os neutrófilos estão presentes em pacientes com DPOC em fases 

mais avançadas e podem estar relacionados à produção de muco, que é 

potencialmente estimulada por muitas das proteases neutrofílicas 

(proteinase 3, catepsina G e elastase neutrofílica). Estas proteases, bem 

como a MMP8 e MMP9, também produzidas por neutrófilos, podem destruir 

o parênquima pulmonar e as fibras elásticas.  

Detecta-se a presença de vários fatores quimiotáticos para neutrófilos 

nos pulmões de indivíduos expostos ao cigarro: LTB4, IL8, GROα, ENA78. O 
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aumento do número de neutrófilos no sangue periférico correlaciona-se com 

a queda de FEV1 (104) e o número destas células na biópsia brônquica e 

escarro induzido está associado à gravidade da doença (105). Muitos 

autores mostraram aumento no número de neutrófilos em pacientes 

portadores de DPOC (106-108). Estudos em animais mostraram que a 

presença do neutrófilo e da elastase neutrofílica parece ser importante para 

o desenvolvimento do enfisema (109, 110).  

No entanto, alguns pesquisadores não conseguiram encontrar 

aumento de neutrófilos nos pulmões dos pacientes com DPOC quando 

comparados a fumantes assintomáticos (111-114). Ainda, pode haver uma 

associação negativa entre o número de neutrófilos no pulmão e a destruição 

do parênquima (115). Portanto, com alguns dados conflitantes, o papel do 

neutrófilo no desenvolvimento do enfisema é ainda obscuro.  

Os macrófagos são encontrados mais freqüentemente em estudos de 

pacientes com DPOC, o que sugere que podem ser uma célula central no 

desenvolvimento da doença. Ativados por substâncias do cigarro, podem 

secretar IL8, TNFα, MCP1 (peptídeo quimiotático para monócitos), LTB4 e 

espécies reativas de oxigênio. Ainda podem secretar MMP2, MMP9, 

MMP12, elastase neutrofílica e catepsinas K, L e S. Assim, podem ser 

mediadores do processo lesivo iniciado pelas toxinas do cigarro, bem como 

efetores da lesão pulmonar, produzindo destruição do parênquima (23).  

Há aumento do número de macrófagos no parênquima, glândulas 

submucosas e lavado broncoalveolar de pacientes com DPOC (107, 111, 

113, 116). Ainda, a presença de elastase macrofágica parece ser necessária 
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para o desenvolvimento do enfisema em alguns modelos experimentais 

(117). 

Há evidências de cooperação entre macrófago e neutrófilo na geração 

do processo lesivo pulmonar. Aparentemente, as duas células são 

necessárias, em um modelo agudo, para produzir a quebra do tecido 

conectivo (110).  

No entanto, alguns autores não conseguiram mostrar aumento de 

macrófagos em fumantes sintomáticos quando comparados a fumantes 

assintomáticos (114, 116). Embora esta diferença possa ocorrer por variação 

amostral, isto dificulta a interpretação dos resultados e a criação de um 

modelo inflamatório que explique adequadamente o desenvolvimento da 

doença. 

Por sua vez, os linfócitos T CD4 e CD8 são amplamente encontrados 

nos pulmões dos pacientes com DPOC (105, 106, 111, 112, 114, 118). 

Aparentemente há predomínio dos clones Th1, produtores de INFγ. Algumas 

análises feitas em infiltrados de linfócitos B mostram que esta população de 

células é predominantemente mono ou oligoclonal.  

O papel dos linfócitos nesta doença não é bem esclarecido. Podem 

estar presentes como resposta a agentes microbiológicos, que colonizam ou 

infectam freqüentemente as vias aéreas inferiores destes pacientes. Podem 

ser estimulados, também, por alguns dos antígenos presentes na fumaça do 

cigarro. E, ainda, é possível que o processo de lesão pulmonar exponha 

alguns auto-antígenos, desencadeando uma resposta linfocitária local contra 

estes (119). 
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Eosinófilos são mais raramente encontrados em paciente com DPOC 

e sua presença pode marcar a coexistência de asma (120). Podem estar 

presentes nas exacerbações da doença. No entanto, é possível que sua 

presença tenha sido mascarada por um erro metodológico, uma vez que 

podem degranular ao serem estimulados pela elastase neutrofílica e, assim, 

serem confundidos com neutrófilos (121). 

 

3.2.5 Participação de fatores de crescimento 

Vários fatores de crescimento produzem alterações que fazem parte 

da instalação da DPOC. Como já descrito anteriormente, o TGFβ pode ser 

produzido no epitélio (122), estimulado pelo contato deste com as toxinas 

inaladas. Esta citocina pode induzir a deposição de fibras colágenas na via 

aérea, contribuindo para sua obstrução e redução ao fluxo aéreo. O TGFβ 

pode induzir a proliferação das células epiteliais, o que é muitas vezes 

observado nos pacientes com DPOC.   

O VEGF (fator de crescimento endotelial) também pode participar do 

desenvolvimento da DPOC. O bloqueio do seu receptor (VEGFR) pode 

desencadear uma lesão pulmonar com alargamento dos espaços aéreos. 

Acredita-se que, na ausência deste fator, ocorra apoptose de células dos 

vasos pulmonares, com conseqüente destruição do parênquima pulmonar 

(123, 124).  

A apoptose de células pulmonares, induzida pelo bloqueio do VEGFR 

ou desencadeada pelo processo inflamatório ou estresse oxidativo, pode ser 

um dos grandes mecanismos pelos quais a doença pulmonar se instala. Mas 
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é também possível que a apoptose seja diretamente induzida por outras vias 

ainda não conhecidas. Alguns autores entendem o pulmão como um órgão 

em constante reparo. Segundo este modelo, deve haver um balanço entre a 

taxa normal de apoptose das células pulmonares e sua renovação. O cigarro 

poderia afetar a renovação celular, impedindo o reparo adequado, o que 

produziria a redução da área de parênquima pulmonar observada nos 

pacientes (125-127). 

Portanto, apesar de haver vários dados que confirmem a hipótese 

inflamatória e o desequilíbrio protease antiprotease, há vários outros 

mecanismos que podem levar à DPOC. A maneira pela qual eles interagem 

é ainda pouco clara. É possível que alguns não participem da fisiopatologia 

da DPOC no homem, mas estejam apenas presentes em modelos animais. 

No entanto, os futuros avanços no entendimento desta enfermidade talvez 

nos levem a concluir que algumas destas vias sejam de fato participantes e, 

possivelmente, mais importantes para o desenvolvimento da doença do que 

os mecanismos hoje conhecidos.  

 

3.3 Alterações da mecânica pulmonar 

A principal alteração funcional da DPOC é a redução do fluxo aéreo. 

Há vários mecanismos que podem produzir esta alteração e podemos dividi-

los em fatores que aumentam a resistência de vias aéreas e fatores que 

diminuem a força elástica pulmonar.  

Nas vias aéreas, pode haver espessamento epitelial, formação de 

folículos linfóides e deposição de colágeno, o que reduz seu diâmetro interno 
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e sua capacidade de distensão (23). Estes fatores podem aumentar a 

resistência de vias aéreas, produzindo a redução de fluxo observada nos 

pacientes. O aumento da secreção de muco também pode contribuir para 

esta redução do fluxo aéreo e, em fases avançadas da doença, correlaciona-

se com a mortalidade dos pacientes (128, 129). Ainda, a destruição da 

arquitetura pulmonar pode alterar a disposição normal das vias aéreas, 

contribuindo para o aumento da resistência destas (23).  

Por outro lado, o pulmão com destruição de parênquima e fibras 

elásticas apresenta redução da sua elastância, produzindo um menor fluxo 

expiratório para uma mesma condutância. No entanto, é improvável que esta 

destruição do parênquima explique isoladamente a redução do fluxo aéreo 

do paciente, mesmo quando intensa. As alterações anatômicas em vias 

aéreas, aumentando a resistência desta, parecem ser predominantes na 

limitação ao fluxo aéreo. 

 

3.4 Histopatologia 

A evolução da definição de DPOC acompanhou a evolução das 

descrições histológicas da doença. Na primeira metade do século XX 

predominava o conceito da destruição da arquitetura pulmonar observada 

pelos patologistas. Com o tempo, a definição da doença foi 

progressivamente incorporando as alterações em vias aéreas. 

A definição atual envolve alterações histológicas tanto em grandes 

como em pequenas vias aéreas e espaços alveolares. Nas grandes vias 

aéreas, encontramos hiperplasia de células caliciformes e aumento de 



REVISÃO DA LITERATURA   

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 
 

30 

glândulas mucosas.  Estas alterações são compatíveis com o quadro clínico 

de tosse e produção de muco, mas não se correlacionam com a piora da 

função pulmonar. Podemos observar a infiltração de neutrófilos, macrófagos 

e linfócitos, principalmente em fases mais avançadas da doença (130).  

Nas vias aéreas menores, também há infiltrado inflamatório, 

predominando macrófagos nas fases iniciais da doença e neutrófilos em 

fases mais avançadas. Pode haver metaplasia das células caliciformes e 

substituição das células de Clara, produtoras de surfactante, por células 

secretoras de muco. Pode haver ainda deposição de colágeno na parede 

celular e hipertrofia da musculatura lisa. Estes fatores contribuem para a 

obstrução da via aérea, juntamente com o edema, a produção de muco e o 

infiltrado inflamatório.  

No parênquima pulmonar observa-se a destruição heterogênea de 

diversas áreas, com infiltrado inflamatório de macrófagos, neutrófilos e 

linfócitos. Os macrófagos parecem estar presentes nas fases mais iniciais da 

doença (131), enquanto os neutrófilos aparecem mais tardiamente. A 

destruição de pequenas vias aéreas pode também contribuir para aumentar 

a resistência respiratória por reduzir o diâmetro transversal total do sistema 

condutor de ar.  

A destruição de fibras elásticas que acompanha o desenvolvimento do 

enfisema também pode contribuir para intensificar a obstrução da via aérea. 

As fibras elásticas ancoradas aos bronquíolos exercem uma tração radial, 

aumentando seu diâmetro. Perdida esta tração pela quebra das fibras 

elásticas, a obstrução ao fluxo aéreo fica ainda mais proeminente (130). 
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3.5 Modelos experimentais de DPOC 

Com o objetivo de melhor compreender a evolução da doença e 

encontrar medidas terapêuticas, diversos modelos animais de DPOC foram 

desenvolvidos em diferentes espécies. 

A instilação pulmonar de enzimas elastolíticas, como elastase 

neutrofílica, elastase pancreática porcina, papaína ou proteinase 3 é capaz 

de induzir enfisema em diversos modelos animais. O alargamento dos 

espaços aéreos que se segue à instilação de elastase surge em cerca de um 

mês, estabilizando-se a seguir. Há recrutamento agudo de neutrófilos e 

subagudo de macrófagos (84). A instilação de papaína também leva ao 

desenvolvimento de enfisema em cerca de um mês, com concomitante 

formação de novas fibras elásticas no parênquima pulmonar. 

Camundongos geneticamente modificados também podem 

desenvolver enfisema, embora isto algumas vezes ocorra por uma 

incompetência do desenvolvimento pulmonar e não por uma destruição do 

pulmão maduro. Camundongos “Tight Skin” e “Pallid Mice” podem 

desenvolver alargamento dos espaços aéreos por apresentarem dificuldade 

na formação de fibras elásticas ou produzirem α1-antitripsina em menor 

quantidade (132, 133). Diversos animais “knockout” para determinadas 

proteínas, como PDGFA (fator de crescimento derivado de plaquetas A), 

FGFR (receptor do fator de crescimento de fibroblastos), fibulina, elastina e 

outras, podem sofrer deficiência do processo de alveolização, com 

alargamento dos espaços aéreos no pulmão ainda não maduro. Em outros 

modelos, usando animais deficientes em TIMP3 (inibidor tecidual das 
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metaloproteinases) ou proteína surfactante D, o desenvolvimento do 

alargamento dos espaços aéreos ocorre após o nascimento do animal. 

Modelos de superexpressão de determinadas proteínas, como IL13, INFγ e 

MMP1 (colagenase humana intersticial), também podem produzir enfisema 

(134). 

Por outro lado, algumas deficiências protéicas podem proteger o 

animal do desenvolvimento do enfisema induzido por algum agressor. Isto 

ocorre nas deficiências de MMP12 (metaloproteinase 12), receptor tipo 1 da 

IL1β e receptores tipo 1 e 2 do TNFα (134).  

O modelo mais próximo da doença humana permanece a inalação de 

fumaça de cigarro, uma vez que esta é a principal substância tóxica que 

causa DPOC em seres humanos (135). Diversos modelos de DPOC 

induzida por cigarro já foram criados, usando cães, cobaias, coelhos, ratos e 

camundongos (84). Os modelos com camundongos parecem ser 

particularmente úteis, pois permitem estudos dos mecanismos responsáveis 

pelo desenvolvimento da doença, já que há disponibilidade de marcadores 

de citocinas, bem como a possibilidade de obtenção de linhagens 

geneticamente modificadas para a avaliação do desenvolvimento da doença 

em condições biológicas distintas. 

No entanto, a transposição dos resultados obtidos em camundongos 

para a doença humana requer cuidado, já que há grandes diferenças entre 

as espécies. Os camundongos respiram obrigatoriamente pelo nariz e a 

maioria de suas células epiteliais nasais são olfatórias, com poucos cílios. 

Assim, podem ter menor eficiência na capacidade de filtrar partículas 
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inaladas. Estes animais têm poucas glândulas submucosas, localizadas 

principalmente na traquéia e não têm verdadeiras células caliciformes, mas 

apresentam células de Clara e células epiteliais ciliadas presentes em toda a 

via aérea. A árvore brônquica do camundongo tem um menor número de 

ramificações que a de seres humanos (84).  

Em modelos animais, o desenvolvimento do enfisema pulmonar 

medido pelo Intercepto Linear Médio (diâmetro médio dos espaços aéreos - 

Lm), requer vários meses de exposição. A maioria dos protocolos de DPOC 

induzido por exposição de camundongos à fumaça de cigarro utiliza 

períodos de exposição entre 6 e 12 meses (110). Portanto, é necessária 

uma exposição durante grande parte da vida do animal para que haja a 

instalação da doença.  

Há poucos modelos que mostraram enfisema com tempos de 

exposição menores. Kasagi (136) conseguiu demonstrar um aumento de Lm 

com 2 meses de exposição ao cigarro, usando um camundongo com uma 

taxa de envelhecimento acelerada. Bartalesi (137) mostrou um discreto 

aumento no Lm com 3 meses de exposição para animais C57Bl6 e DBA/2, 

que têm um menor poder antioxidante. Takubo (138) mostrou o aumento de 

Lm em 4 meses de exposição ao cigarro em camundongos “Pallid mice” , 

que têm menor concentração de α1-antitripsina. Por sua vez, os animais 

C57Bl6 apenas desenvolviam aumento do Lm com 24 semanas de 

exposição (137, 139). 

Os modelos de exposição ao cigarro mostram que os camundongos 

suportam bem a exposição à fumaça por cerca de um ano, tolerando níveis 
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de carboxihemoglobina de 10-14% (117). Em 2 meses podem desenvolver 

alterações epiteliais com infiltrado inflamatório. Em 24 semanas de 

exposição, podem apresentar alargamento de espaços aéreos e uma 

histologia semelhante à do enfisema humano (84). 

Assim, os modelos experimentais são importantes ferramentas para o 

entendimento da doença e podem auxiliar na descoberta de medidas 

terapêuticas.  

 

3.6 Atividade física aeróbia 

Uma atividade física é considerada aeróbia quando a maior parte da 

demanda energética é suprida através do metabolismo aeróbio (140, 141). 

Diretrizes de saúde pública sobre atividade física  

publicadas pela Universidade Americana de Medicina do Esporte 

recomendam um mínimo de 30 minutos diários de atividade física de 

intensidade moderada a fim de manter ou desenvolver aptidão 

idependentemente da idade (142). Aqueles que não cumprem esses 

requisitos mínimos são considerados insuficientemente ativos e apresentam 

maior risco para morbidade e mortalidade (143-147). 

A atividade física aeróbia realizada de maneira sistemática e regular 

desencadeia uma série de adaptações crônicas benéficas em todo o 

organismo, tais como: redução da pressão arterial e da freqüência cardíaca 

de repouso em indivíduos hipertensos (148, 149), aumento do consumo 

máximo de oxigênio (140, 141), aumento da massa muscular e densidade 

óssea (140), melhora da resposta imunológica (se a atividade for 
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predominantemente realizada em intensidade leve ou moderada) (150) e 

aumento da expressão e atividade de enzimas anti-oxidantes (151). O 

exercício aumenta a resistência contra o estresse oxidativo, proporcionando 

uma maior proteção (152-154). 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que o exercício diminui a 

incidência de doenças associadas ao estresse oxidativo (155). Este 

fenomeno não é um paradoxo, mas é um resultado da adaptação induzida 

pelo exercício. O processo de adaptação envolve ativação do sistema 

antioxidante e influencia a transcrição redox, e assim a expressão dos genes 

e montagem de proteínas. Portanto, baixos níveis de ROS induzida por este 

processo de adaptação, evocado pelo exercício, criam um sistema que se 

assemelha à hormese. A teoria da hormese afirma que os sistemas 

biológicos respondem em uma curva em forma de sino para a exposição a 

substâncias químicas, toxinas e radiação. Na toxicologia, hormese é um 

fenômeno dose-resposta caracterizado por uma baixa dose de estímulo e de 

uma alta dose de inibição, resultando em uma forma de um J-invertido em 

forma de U, uma curva dose resposta não monotônica (156).  

Agudamente o exercício aumenta o metabolismo oxidativo, e isso 

produz uma ambiente pró-oxidante (157). Em contrapartida, quando o 

exercício é repetido, o corpo se adapta a este estresse de tal forma que ele 

possa reagir rapidamente, para que o estresse oxidativo possa ser eliminado 

ou reduzido antes que provoque danos à estrutura celular. Assim, as 

adaptações a um exercício regular parecem ter uma proteção antioxidante e 
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pode exercer um importante papel na redução da incidência de doenças 

associadas à produção de ROS (158). 

Os efeitos antiinflamatórios da atividade física aeróbia têm sido 

extensivamente investigados (5). De maneira geral, há um consenso na 

literatura de que a atividade aeróbia de alta intensidade e longa duração 

desencadeia uma resposta pró-inflamatória enquanto que as atividades de 

intensidade leve e moderada e média ou longa duração desencadeiam uma 

resposta antiinflamatória (5, 159, 160). Grande parte dos efeitos 

imunomodulatórios da atividade física aeróbia têm sido demonstrados em 

casos de aterosclerose, diabetes, câncer de cólon e de mama, e de doenças 

cardíacas isquêmicas (5). Esses estudos demonstram que essas respostas 

são reguladas por inúmeras citocinas e/ou quimiocinas dentre elas: IL-1, 

TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1, NAP-1, G-CSF (5, 159, 160). Aoi e colaboradores 

(161) sugerem que a inflamação aguda ocasionada pelo exercício físico de 

alta intensidade pode ser provocada pelo aumento do estresse oxidativo que 

proporciona uma intensa migração de fagócitos para a musculatura utilizada 

durante a atividade. A atividade física aeróbia é capaz de modular tanto o 

sistema imune inato quanto o adaptativo (162). Os mecanismos que 

modulam essas respostas são basicamente dependentes dos efeitos 

hormonais (163), metabólicos (164) e mecânicos (165). Embora o exercício 

seja normalmente classificado como um estímulo estressante cabe 

esclarecer que normalmente ocorrem duas respostas ao exercício: a 

resposta aguda e a adaptação crônica (162, 166, 167). De acordo com 

Costa Rosa, “A resposta aguda é reação transitória ao estresse, enquanto o 
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estímulo crônico gera a resposta de adaptação crônica ao exercício, que 

habilita o organismo a tolerar de maneira mais adequada o estresse” (162). 

 

3.6.1 Atividade física aeróbia e DPOC 

A atividade física aeróbia oferece proteção contra as causas de 

mortalidade, primariamente pela proteção contra aterosclerose, diabetes tipo 

2, câncer de colon e de mama (Blair), além de o treinamento físico ser 

efetivo no tratamento de pacientes com doença cardíaca isquêmica (168), 

falência cardíaca (169), diabetes tipo 2 (170) e DPOC (171). 

Os resultados benéficos de programas de reabilitação pulmonar para 

pacientes com DPOC são bem documentados (171-174) e esses programas 

tem sido recomendados como um meio auxiliar efetivo para o tratamento de 

pacientes com DPOC.  

Os mais proeminentes efeitos da reabilitação pulmonar em pacientes 

com DPOC são a melhora da percepção do seu estado de saúde, melhora 

na qualidade de vida e mudança psicológica associada ao bem estar (175-

180). 

O estudo de Garcia-Aymerich e colaboradores (11) foi o primeiro 

estudo prospectivo baseado em uma amostra da população a mostrar que a 

prática de atividade física de moderado ou alto grau por fumantes ativos 

reduz o risco de desenvolver DPOC comparado ao grupo que realizava 

pouca atividade física.  

Portanto, uma vez que a DPOC é uma doença pulmonar inflamatória 

crônica e que a atividade física aeróbia apresenta efeitos antiinflamatórios e 
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imunoreguladores, acreditamos ser importante estudar os efeitos da 

atividade física no desenvolvimento da doença em um modelo experimental 

de exposição à fumaça de cigarro em camundongos. Além, de não termos 

encontrado qualquer estudo publicado que tivesse esse mesmo objetivo.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

MÉTODOS 



MÉTODOS 

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 

40 

4 MÉTODOS 

4.1 Animais 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análises de 

Projetos de Pesquisa da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (CAPPesq -FMUSP), 

Protocolo no 0341/08. Os animais foram manejados de acordo com as 

orientações para cuidados com animais de laboratório, publicadas pelo NIH. 

Utilizamos camundongos C57Bl6, machos, adultos jovens, obtidos do 

biotério central da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP. Os animais 

tinham idades entre 6 a 8 semanas de vida ao saírem do biotério central e 

passaram por um período de ambientação de 2 semanas no biotério do 

laboratório (LIMs-20, 05 e 61) e mantidos em condições controladas de 

temperatura (22-25°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/12h escuro), e 70% 

de umidade relativa. A alimentação constou de água e ração (Purina 

Labina®, São Paulo, Brasil) “ad libitum”. 

Utilizamos camundongos C57Bl6 por terem sido usados em outros 

modelos de enfisema e apresentarem maior susceptibilidade aos efeitos da 

fumaça de cigarro (181).  

 

4.2 Protocolo experimental 

Durante o período do protocolo experimental, os animais foram 

mantidos no biotério do laboratório em gaiolas próprias. Foram levados ao 

laboratório cinco dias por semana para a realização das exposições, por um 
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período de 24 semanas. No biotério, os animais recebiam água e ração 

apropriada sem restrições. 

 

4.2.1 Grupos experimentais 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, de acordo 

com o protocolo de exposição a que seriam submetidos: 

• Grupo Controle - exposto a ar sintético por um período de 24 

semanas e não realizou treinamento físico aeróbio (n = 33); 

• Grupo Fumo - exposto a fumaça de cigarro por um período de 24 

semanas e não realizou treinamento físico aeróbio (n = 40); 

• Grupo Exercício - exposto a ar sintético por um período de 24 

semanas e realizou treinamento físico aeróbio (n = 41); 

• Grupo Fumo/Exercício - exposto a fumaça de cigarro por um período 

de 24 semanas e realizou treinamento físico aeróbio (n = 40). 

 

O período de 24 semanas de exposição foi escolhido porque é 

suficiente para promover o aparecimento de enfisema pulmonar (137). 

Devido à longa duração do protocolo experimental, alguns animais 

que realizavam treinamento físico aeróbio tiveram lesões na cauda ou nas 

patas, durante o treinamento na esteira e por isso foram excluídos no 

decorrer do protocolo. Devido à perda de animais ao longo do tempo quatro 

subgrupos de animais foram iniciados em momentos diferentes. Cada 

subgrupo continha todos os grupos: Controle, Fumo, Exercício e 

Fumo/Exercício. O número total de animais que iniciaram o protocolo 
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experimental foi explicitado acima ao se descrever os grupos experimentais 

e o número de animais utilizado em cada avaliação será explicitado na 

descrição de cada método de avaliação.  

 

4.2 Exposição à fumaça de cigarro 

A inalação com fumaça de cigarro foi realizada em uma câmara 

inalatória por 30 minutos ao dia, 5 dias por semana, até que os animais 

fossem sacrificados ao final de 24 semanas de exposição.  

A exposição foi realizada em uma caixa de plástico de 28 L 

(aproximadamente 40 x 27 cm na base, com altura de 26 cm), no interior de 

uma capela (182). O interior da caixa foi dividido em duas regiões com uma 

tela de metal para mantermos os grupos de camundongos separados. Na 

parte superior, colocamos um pequeno ventilador para homogeneizar o ar no 

interior da caixa. Havia uma saída de ar e duas entradas: uma para entrada 

de ar sintético e outra para fumaça de cigarro.  

O fluxo na entrada de ar sintético era controlado por um fluxômetro 

conectado a um torpedo de ar comprimido e era mantido em 1,5 l/min. A 

segunda entrada da caixa recebia uma mistura de ar sintético e fumaça de 

cigarro, que era aspirada por um sistema de Venturi conectado a um cigarro 

aceso. O fluxo laminar de ar sintético, passando por uma região de menor 

diâmetro, era acelerado, com conseqüente redução da pressão neste ponto 

(efeito Venturi), permitindo a aspiração da fumaça do cigarro. A redução na 

pressão que ocorre no ponto de redução do diâmetro do tubo é dependente 

do fluxo de ar mantido. Assim, controlando o fluxo de ar sintético na segunda 
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entrada, controlavamos também a quantidade de fumaça de cigarro que era 

aspirada para a tubulação e enviada para o interior da caixa. Isto nos 

permitia regular a concentração de monóxido de carbono (CO) mantida na 

caixa, o que era medido por um sensor de CO (Toxi/Oxy Pro, Biosystems, 

Connecticut, EUA) que permaneceu no interior da câmara até que a 

concentração de fumaça no ar inalado pelos animais ficasse 

aproximadamente constante. Estabeleceremos uma concentração de CO em 

torno de 250 ppm, baseados em estudos previamente realizados com 

inalação de fumaça de cigarro para induzir tumor pulmonar (183). 

  

 

Figura 2 – Esquema ilustrativo da caixa de exposição à fumaça de cigarro. 
Os animais do grupo Fumo e Fumo/Exercício foram mantidos foram 
mantidos na caixa de exposição durante 30 minutos ao dia, cinco dias por 
semana, durante 24 semanas (adaptado de Biselli, 2008) (182). 

 

Os animais alocados para receber exposição à fumaça de cigarro 

(grupos Fumo e Fumo/Exercício) foram mantidos na caixa de exposição 
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durante 30 minutos, nos dias de exposição. Os animais restantes (grupos 

Controle e Exercício) permaneceram em suas gaiolas. 

Após alguns testes iniciais, escolhemos manter o fluxo fixo de ar 

sintético na segunda entrada aproximadamente em 1,5 L/min. Isto produzia 

concentrações de CO variando entre 250 e 350 ppm, na maioria das 

medidas. Não podíamos manter o sensor de CO constantemente no interior 

da caixa, pois este aparelho perdia sua precisão com o tempo, por não ter 

sido desenvolvido para suportar longos períodos de uso. 

Os cigarros utilizados foram da marca Derby Vermelho (Souza Cruz) 

cuja composição de Alcatrão é de 10 mg/cigarro, de Nicotina 0,8 mg/cigarro 

e de monóxido de carbono de 10 mg/cigarro. Os cigarros foram colocados 

em uma tubulação ligada à parte lateral do Venturi, para que sua fumaça 

fosse aspirada, e foram trocados antes que seu filtro começasse a queimar. 

Em cada dia de exposição, cerca de 12 cigarros foram consumidos, para 

mantermos a concentração de CO desejada no interior da caixa por 30 

minutos.  

Os níveis de carboxi-hemoglobina não foram monitorados em todos 

os animais do experimento, já que para tanto seria preciso coletar grande 

parte de seu sangue. Dosamos a carboxi-hemoglobina em animais 

separados, submetidos ao mesmo protocolo: 30 minutos de exposição na 

caixa mantendo-se concentrações de CO entre 250 e 350 ppm. Nestes 

animais, os níveis de carboxi-hemoglobina foram aproximadamente de 10%. 

Todos os camundongos toleraram as exposições a estes níveis de CO pelo 
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período do protocolo sem sinais de desconforto respiratório e sem 

manifestações aparentes de doença. 

 

4.3 Treinamento físico aeróbio e teste físico 

O treinamento físico aeróbio foi realizado em esteira ergométrica 

adaptada para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed®, RS, 

Brasil), por um período de 24 semanas (Figura 3).  

Na semana anterior ao início do treinamento, os animais foram 

submetidos a três dias de adaptação na esteira ergométrica que constava de 

10 minutos de atividade a uma velocidade de 0,2 Km/h. Quarenta e oito 

horas após o terceiro dia de adaptação, os animais foram submetidos a um 

teste de esforço máximo. O teste consistiu de cinco minutos de aquecimento 

a uma velocidade de 0,2 Km/h que era aumentada em 0,1 Km/h a cada 2,5 

minutos até a exaustão dos animais. 
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Figura 3 – (A) Foto da esteira ergométrica com inclinação de 25% e 
adaptada com 8 raias para a utilização no treinamento físico aeróbio de 
camundongos; (B) Foto aproximada das raias. 

 

Os animais foram considerados exaustos quando não conseguiam 

permanecer correndo mesmo após dez estímulos mecânicos gentis. A 

intensidade utilizada para o treinamento foi moderada e foi calculada em 

50% a partir da velocidade máxima atingida no teste. O treinamento foi 

realizado 5 vezes por semana, 60 minutos por sessão, durante 24 semanas 

com uma inclinação na esteira de 25%. Durante este período, os animais 

foram pesados e o teste físico foi repetido nos tempos 8, 16 e 24 semanas 

com o intuito de reavaliar o condicionamento físico dos animais, conforme o 

esquema do protocolo experimental na Figura 4. (Controle n=31, Fumo 

n=26, Exercício n=23, Fumo/Exercício n=36). 

(A) (B) 
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Os animais do grupo Fumo/Exercício, primeiramente realizavam o 

treinamento físico aeróbio e somente após um período de 60 minutos em 

suas gaiolas, eram expostos à inalação de fumaça de cigarro. 

 

 

Figura 4 – Esquema do protocolo experimental. 

 

4.4 Avaliação da mecânica pulmonar 

Após as 24 semanas de exposição e 24 horas após a última inalação 

de cigarro e/ou treinamento físico, os animais foram anestesiados com 

Thiopental (25 mg/Kg intraperitoneal) e traqueostomizados. Inserimos uma 

cânula de plástico (20 gauge, BD, MG, Brasil) pelo orifício da traqueostomia, 

que foi fixada com fio de algodão ao redor da traquéia. Os animais foram, 
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então, conectados a um aparelho de ventilação mecânica para pequenos 

animais (FlexiVent, Scireq, Montreal, Canadá) e ventilados com volume 

corrente de 10 mL/Kg, freqüência respiratória de 120 ciclos/min e curva de 

fluxo inspiratório senoidal. Para abolir seu esforço respiratório, os animais 

receberam pancurônio (0,2 mg/Kg intraperitoneal).  

Quando não havia mais movimentação do animal, os dados para o 

cálculo da mecânica oscilatória foram obtidos. Para tanto, utilizamos um 

sinal que produzia oscilações do fluxo aéreo com diferentes freqüências 

primas (0,25 a 19,625) por 16 segundos, mantendo-se a válvula expiratória 

fechada. Os valores de pressão gerados foram obtidos e a impedância de 

via aérea (Pressão/Fluxo) foi calculada como função das diferentes 

freqüências produzidas.  

Usando uma janela de sobreposição de 75% no sinal de 16 segundos, 

três blocos de 8 segundos foram usados para o cálculo dos parâmetros da 

mecânica oscilatória (184), segundo a equação: 

Z(f) = Raw + i(2ππππf)Iaw + [Gtis – iHtis] 
                                                            (2ππππf)αααα 

Neste modelo, Z(f) é a impedância de via aérea em função da 

freqüência, i é a unidade imaginária (-1½), f é freqüência, Iaw é a inertância 

de vias aéreas e = (2/p)*arctan(Htis/Gtis). Os parâmetros que buscamos 

para descrever o modelo pulmonar são resistência de vias aéreas maiores 

(Raw), resistência de vias aéreas menores ou tecido pulmonar (Gtis) e 

elastância do tecido pulmonar (Htis) (Controle n=17, Fumo n=21, Exercício 

n=21,  Fumo/Exercício n=22). 
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4.5 Coleta e mensuração do oxido nítrico exalado 

Durante a avaliação da mecânica do sistema respiratório realizamos a 

coleta do óxido nítrico exalado. O gás foi coletado na porção expiratória do 

ventilador através de um balão impermeável ao óxido nítrico (Mylar Bag, 

Sievers, Instruments Inc., Boulder, CO, EUA), com capacidade volumétrica 

de 1,5 litro, próprio para este tipo de coleta, durante 5 minutos (185). Esse 

procedimento já foi padronizado em nosso laboratório (186). Na porção 

inspiratória do ventilador foi conectado um filtro para reduzir a concentração 

do NO inspirado a zero. Foi coletada uma amostra imediatamente após os 

animais terem sido conectados ao ventilador mecânico e estarem 

estabilizados (Controle n=17, Fumo n=22, Exercício n=19, Fumo/Exercício 

n=12). Neste momento, nosso intuito foi avaliar o efeito da exposição à 

fumaça de cigarro, bem como o efeito do treinamento físico aeróbio neste 

parâmetro. Após o término do período de coleta, os balões foram selados 

para posterior análise.  

O óxido nítrico foi mensurado por quimioluminescência através de um 

analisador de resposta rápida (280 NOA - Nitric Oxide Analyzer – Sievers 

Instruments Inc., Boulder, CO). A concentração média de óxido nítrico foi 

registrada em partes por bilhão (ppb), como um índice da concentração de 

óxido nítrico no ar exalado. O analisador de óxido nítrico foi calibrado 

utilizando-se um dispositivo que filtra o óxido nítrico presente no ar ambiente 

e um gás de referência com uma concentração de óxido nítrico conhecida 

(mistura padrão para calibração de óxido nítrico em N2 a 45 ppm, White 

Martins Gases Industriais, São Paulo, SP, Brasil). 



MÉTODOS 

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 

50 

4.6 Coleta e análise do lavado broncoalveolar 

Após as medidas funcionais pulmonares, os animais ainda sob efeito 

anestésico foram exsanguinados via dissecção da aorta abdominal e os 

pulmões foram lavados com 1,5 mL (3 x 0,5 mL) de PBS. O volume 

recuperado foi centrifugado (1000 rpm, durante 10 minutos) a 5°C, e o 

sobrenadante coletado e armazenado a –70°C para análises futuras. O 

botão de células foi ressuspendido em 1,0 mL de PBS e utilizado para 

avaliação do número total e diferencial de células inflamatórias. Vinte 

microlitros foram utilizados para contagem total num hematocitômetro de 

Neubauer e 200 µl para contagem diferencial após centrifugação (6 min, 450 

rpm) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments, Sewickley, PA). As lâminas 

foram fixadas com o corante Grünwald-Giemsa. Foram contadas 200 células 

por lâmina (187) (Controle n=5, Fumo n=5, Exercício n=6,  Fumo/Exercício 

n=6). 

 

4.7 Coleta e mensuração de espécies reativas de oxigênio (ROS) no 

lavado broncoalveolar 

O ensaio de quimioluminescêcia é dependente de luminol (5-amino-

2,3-dihidro-1,4 falozinediona). Sabe-se que o luminol é um 

quimioluminescente pobre e que as espécies reativas de oxigênio (H2O2, 

OH-, O2-), ao serem produzidas liberam uma luminosidade natural. Quando 

esses radicais livres reagem com o luminol, a luminosidade sofre uma 

amplificação que pode então ser captada pelo luminômetro. O resultado é a 

emissão de luz proporcional aos níveis de ROS presentes nas amostras de LBA.  
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Alíquotas de 400 µL do pellet do LBA fresco ressuspendido em 1,0 

mL de PBS foi adicionada a 5 mM de luminol (5-amino-2,3-dihydro 1,4-

phthalazinedione; Sigma Chemical Co, St Louis, Mo - A8511) preparado em 

DMSO (1:20) (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo - D2650). A produção de 

ROS foi mensurada pelo método de quimioluminescência usando luminol e 

um luminometro (MicroBeta TriLux, version 4.7; Perkin Elmer Life Sciences, 

Turku, Finland) por 15 minutos.  

Os resultados foram expressos em fótons por minuto por 104 células 

inflamatórias/mL (Controle n=6, Fumo n=6, Exercício n=8,  Fumo/Exercício 

n=5). 

 

4.8 Histoquímica e imunohistoquímica 

Imediatamente após a coleta do LBA, a caixa torácica foi aberta e foi 

retirado o sistema cardiopulmonar em bloco. Os pulmões foram fixados com 

formaldeído 4% a uma pressão constante de 20 cmH2O por 24 h para 

homogeneizar a distensão do parênquima pulmonar. Os pulmões foram, 

então, guardados em formalina 10% por até sete dias, e em seguida foram 

cortados no seu maior eixo e foram submetidos a processamento histológico 

de rotina. 

As lâminas foram coradas com Hematoxilina-eosina, Resorcina-

fucsina (para análise de fibras elásticas), Picrossírius (para a análise de 

fibras colágenas) e também foram preparadas sem corantes para a 

realização posterior de imuno-histoquímica.  

 



MÉTODOS 

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 

52 

4.8.1 Histoquímica 

As lâminas contendo cortes histológicos de 5 µm foram submetidas 

aos seguintes procedimentos: 

• Hematoxilina e Eosina - coloração utilizada para avaliação do 

diâmetro alveolar médio;  

• Picrossírius – coloração utilizada para avaliação da proporção de 

volume de fibras colágenas no parênquima pulmonar (188, 189). 

 

4.8.2 Imunohistoquímica 

As lâminas previamente preparadas com (3-Aminopropil-trietoxisilano) 

(Silane - Sigma) contendo os cortes histológicos dos pulmões foram 

inicialmente desparafinadas e hidratadas; e submetidas aos seguintes 

procedimentos: 

• Etapa 1 – Recuperação antigênica: através de Proteinase K por 20 

minutos (37°C) seguidos de descanso de 20 minutos em temperatura 

ambiente. Após este período, as lâminas foram lavadas em PBS; 

• Etapa 2 – Bloqueio e Incubação com Anticorpo Primário: O bloqueio 

da peroxidase endógena foi realizado com água oxigenada (H2O2) 

10V 3% (3 x 10 minutos), seguidos de incubação com os anticorpos 

primários: anti-SODCuZn (sc-8637; Santa Cruz), anti-SODMn (sc-

18503; Santa Cruz), anti-MCP-1(sc-1784; Santa Cruz) , anti-IL1-ra 

(sc-8482; Santa Cruz) , anti-SODEC (sc-32222; Santa Cruz), anti-GPx 

(sc-22146; Santa Cruz), anti-Gp91phox (sc-5827; Santa Cruz), anti-

MMP9 (sc-6840; Santa Cruz) , anti-TIMP 1 (sc-5538; Santa Cruz) , 
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anti-IL-10 (sc-1783; Santa Cruz), anti-iNOS (RB-9242P; Neo 

Markers), anti-eNOS (sc- RB-9279P; Neo Markers) , anti-8-

Isoprostano (IS-20; Oxford Biomedical) e anti-TNF-α (sc-1348; Santa 

Cruz), diluídos em BSA na proporção de 1:50 (eNOS), 1:150 (Gpx), 

1:200 (SODMn, Gp91phox, IL-10), 1:400 (SODCuZn, SODEC) e 

1:500 (IL1-ra, 8-Isoprostano), 1:800 (TNF-α), 1:3500 (MCP1), os 

quais foram aplicados sobre os cortes relativos ao experimento e 

também aos controles (positivo e negativo) de tecido, e as lâminas 

incubadas “overnight”; 

• Etapa 3 – Incubação com Anticorpo Secundário e Complexo: As 

lâminas foram lavadas em PBS e incubadas pelo ABCKit Vectastain 

(Vector Elite – PK-6105 (anti-goat) / PK-6101 (anti-rabbit); 

• Etapa 4 – Revelação: Seguiu-se com a lavagem das lâminas em PBS 

e revelação pelo cromógeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (Sigma 

Chemical Co, Saint Louis, Missouri, EUA); 

• Etapa 5 – Contra-Coloração e Montagem das Lâminas: As lâminas 

foram lavadas abundantemente em água corrente e contra-coradas 

com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em 

seguida, as mesmas foram lavadas em água corrente, desidratadas, 

diafanizadas e montadas com resina para microscopia Entellan 

(Merck, Darmstadt, Alemanha). 
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4.9 Análise morfométrica dos pulmões 

Os parâmetros morfométricos foram avaliados através da técnica de 

pontos e retas ou através do software Image Pró Plus (versão 4.5, NIH, 

Maryland, EUA).  

Os parâmetros avaliados pela mensuração de pontos e retas, utilizou 

um retículo de 50 retas e 100 pontos, com área conhecida (8.700 µm2 para 

aumento de 1000x; 50.400 µm2 para aumento de 400x e 850.000 µm2 para 

aumento de 200x), quando adaptado à ocular de um microscópio Olympus. 

 

4.9.1 Mensuração do intercepto linear médio  

Medimos o Lm (intercepto linear médio), uma medida do grau de 

distensão alveolar, usando um microscópio óptico com um retículo de 50 

retas e 100 pontos acoplada à ocular do aparelho. Nas lâminas de pulmão 

coradas com hematoxilina-eosina, em um aumento de 200 vezes, contamos 

o número de intersecções entre o parênquima pulmonar e as retas da ocular, 

em 20 diferentes campos por animal. No aumento de 200 vezes o 

comprimento somado das 50 retas usadas para a medida do Lm é 2500 µm. 

Portanto, o Lm para cada animal foi calculado dividindo-se 2500 pela média 

do número de intersecções dos 20 campos observados (Controle n=18, 

Fumo n=16, Exercício n=17,  Fumo/Exercício n=21). 

O preparo histológico das demais lâminas não ficou adequado, por não 

ter havido insuflação completa durante a fixação, geralmente por lesão do 

parênquima pulmonar durante o procedimento de retirada dos pulmões.  
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4.9.2 Mensuração de marcadores de imunohistoquímica 

Para a avaliação da densidade de células mononucleares, neutrófilos 

e células inflamatórias positivas para SODCuZn, SODMn, MCP-1, IL1-ra, 

GPx, Gp91phox, MMP9, TIMP 1, IL-10, iNOS, TNF-α, foram utilizados 20 

campos do parênquima pulmonar das lâminas de cada animal, escolhidos de 

maneira aleatória, avaliados num aumento de 1000x. A área utilizada para 

avaliação da inflamação tecidual foi calculada a partir do número de pontos 

que incidiram nos septos alveolares. A densidade de células foi determinada 

como o número de células positivas nos septos alveolares dividido pela área 

mensurada. A densidade de células foi expressa em células/µm2 e os 

resultados foram transformados para 106 µm2 ajustando-se as unidades 

(Controle n=7-10, Fumo n=7-10, Exercício n=7-12,  Fumo/Exercício n=7-12). 

Para avaliação da proporção de 8-Isoprostano e SOD3 no 

parênquima pulmonar, utilizamos um microscópio acoplado a uma câmera 

fotográfica digital Nikon, ligada a um microcomputador de padrão IBM. As 

imagens foram analisadas usando o software Image Pró Plus (versão 4.5, 

NIH, Maryland, EUA). Fotografamos entre 15 e 20 campos de parênquima 

pulmonar para cada coloração em aumento de 400x vezes. Em cada 

imagem foi selecionada a área de interesse e aplicado um filtro pré-montado, 

com base em um número representativo de fotos, marcando as áreas 

positivas. Para cada imagem foram coletadas: (1) área total da imagem; (2) 

área positiva para a marcação no septo alveolar com base no padrão 

estabelecido; (3) área de branco. A subtração do valor do item (1) pelo item 
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(3) fornece o valor da área de septo alveolar (4). A porcentagem da área 

positiva para a marcação no septo alveolar é igual a (2) x 100/ (4).  

Obtivemos assim, a medida da proporção de 8-Isoprostano (Controle 

n=7, Fumo n=7, Exercício n=7,  Fumo/Exercício n=7) e SOD3 (Controle n=7, 

Fumo n=8, Exercício n=9,  Fumo/Exercício n=8) por área de parênquima 

pulmonar. 

 

4.9.3 Mensuração de fibras colágenas e elásticas no parênquima 

pulmonar  

A análise das fibras foi realizada em um microscópio acoplado a uma 

câmara Nikon, ligada a um computador, com aumento de 400 vezes. 

Fotografamos entre 15 e 20 campos de parênquima pulmonar coradas para 

fibras colágenas (Picrossírius) e elásticas (Resorcina-fucsina).  

As imagens foram analisadas usando o software Image Pró Plus (NIH, 

Maryland, EUA). Para o cálculo das fibras no parênquima pulmonar, foi 

selecionada para cada imagem a área de interesse e aplicado um filtro pré-

montado, com base em um número representativo de fotos, marcando as 

áreas positivas. Para cada imagem foram coletadas: (1) área total da 

imagem; (2) área positiva para a marcação no septo alveolar com base no 

padrão estabelecido; (3) área de branco. A subtração do valor do item (1) 

pelo item (3) fornece o valor da área de septo alveolar (4). A porcentagem da 

área positiva para a marcação no septo alveolar é igual a (2) x 100/ (4).  

Obtivemos assim, a medida da proporção de fibras colágenas e 

elásticas por área de parênquima pulmonar (Fibras colágenas e elásticas, 
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respectivamente, Controle n=6 e n=5, Fumo n=6 e n=5, Exercício n=8 e n=5,  

Fumo/Exercício n=5 e n=5). 

 

4.10 Análise estatística 

Os dados foram analisados através do software Sigma Stat 10 

(Califórnia, EUA). Para a comparação entre os grupos, os dados com 

distribuição paramétrica foram submetidos à análise de variância de um fator 

seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os dados com distribuição não 

paramétrica foram submetidos à análise de variância não paramétrica 

seguida pelo teste de Dunn para a comparação entre os grupos. 

Consideramos as diferenças entre os grupos como estatisticamente 

significantes quando o valor de p para o erro alfa era menor que 0,05. Os 

gráficos foram elaborados utilizando-se o software Sigma Plot 10 (Califórnia, 

EUA). 
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5 RESULTADOS  

5.1 Massa, velocidade e tempo do teste físico obtidos durante o 

protocolo experimental 

Os animais foram pesados e submetidos a um teste de esforço para 

avaliar a performance física durante o estudo. Realizamos medidas nos 

tempos inicial, oito, dezesseis e vinte e quatro semanas de protocolo. 

O peso dos animais no inicio do protocolo não foi diferente entre os 

grupos e houve um ganho estatisticamente significante do peso inicial em 

relação ao peso em 24 semanas em todos os grupos estudados (p<0,001). 

Observamos uma perda de peso inicial estatisticamente significativa de 

11,6% nas primeiras oito semanas nos animais que receberam inalação de 

fumaça de cigarro (Grupos Fumo e Fumo/Exercício) comparado ao Grupo 

Controle (p<0,01). Na 16ª e na 24ª semanas os animais do grupo 

Fumo/Exercício apresentaram menor peso quando comparado ao grupo 

Exercício (p=0,02 e p<0,01, respectivamente) (Figura 5).  
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Figura 5 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento físico 
aeróbio regular de intensidade moderada sobre o peso corporal (g) dos 
animais nos tempos inicial, 8, 16 e 24 semanas. Valores expressos como 
média e desvio padrão. Grupo Controle: animais expostos a ar sintético por 
um período de 24 semanas e que não realizaram treinamento físico aeróbio; 
Grupo Fumo: animais expostos à fumaça de cigarro por um período de 24 
semanas e que não realizaram treinamento físico aeróbio; Grupo Exercício: 
animais expostos a ar sintético por um período de 24 semanas e que 
realizaram treinamento físico aeróbio; Grupo Fumo/ Exercício: animais 
expostos à fumaça de cigarro por um período de 24 semanas e que 
realizaram treinamento físico aeróbio. *p<0,001 quando comparado aos 
animais expostos à inalação de fumaça de cigarro. 
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O desempenho físico inicial, quanto à velocidade e tempo do teste, 

não foi diferente entre os grupos, no entanto após 8 semanas de treinamento 

físico ficou evidente que os dois grupos que realizaram treinamento físico 

aeróbio regular de intensidade moderada (Exercício e Fumo/Exercício) 

melhoraram a velocidade e o tempo do teste físico se comparado aos grupos 

não treinados (p<0,001) (Figuras 6 e 7). A Figuras mostram um ganho 

significativo na velocidade e tempo do teste físico a partir da 8ª semana de 

treinamento e esse ganho se mantém na 16ª e 24ª semana, mostrando que 

os animais adquiriram condicionamento físico aeróbio no período estudado.  

 

Figura 6 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento físico 
aeróbio regular de intensidade moderada sobre a velocidade (Km/h) 
adquirida pelos animais no teste físico nos tempos inicial, 2, 4 e 6 meses. 
Valores expressos como média e desvio padrão. *p<0,001 quando 
comparado aos animais que não realizaram treinamento físico aeróbio. 
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Figura 7 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento físico 
aeróbio regular de intensidade moderada sobre no tempo (minutos) 
adquirido pelos animais no teste físico nos tempos inicial, 2, 4 e 6 meses. 
Valores expressos como média e desvio padrão. *p<0,001 quando 
comparado aos animais que não realizaram treinamento físico aeróbio. 
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5.2 Avaliação da mecânica pulmonar 

A resistência de vias aéreas (Raw), resistência de tecidos (Gtis) e 

elastância (Htis) foram medidas de acordo com o modelo de fase constante 

(Figuras 8-10).  Não houve diferenças estatisticamente significantes entre os 

grupos para as medidas de resistência de vias aéreas (Raw) e resistência de 

tecidos (Gtis). Houve uma queda estatisticamente significativa na Elastância 

dos animais do grupo Fumo comparado aos demais grupos, e o treinamento 

físico aeróbio inibiu esta alteração. 

 
Figura 8 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento físico 
aeróbio regular de intensidade moderada sobre a resistência de vias aéreas 
(Raw). Não houve diferença significativa na resistência de grandes vias 
aéreas entre os grupos estudados. Valores expressos como média e desvio 
padrão. 

 



RESULTADOS 

Alessandra Choqueta de Toledo                                                   Tese de doutorado - FMUSP 

64 

 

 

 

 

 
 
Figura 9 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento físico 
aeróbio regular de intensidade moderada sobre a resistência de tecidos 
(Gtis). Não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos 
para as medidas de resistência dos tecidos. Valores expressos como média 
e desvio padrão. 
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Figura 10 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a elastância (Htis). 
Houve uma queda estatisticamente significativa na Elastância dos animais 
do grupo Fumo comparados aos demais grupos (*p<0,01). Valores 
expressos como média e desvio padrão. 
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5.3 Mensuração do oxido nítrico exalado 

A Figura 11 apresenta as concentrações de NO exalado dos quatro 

grupos em estudo. As concentrações de NO exalado nos grupos Fumo e 

Exercício foram maiores quando comparado ao grupo Controle, mas não 

houve diferença estatística quando comparados ao grupo Fumo/Exercício.   

 

Figura 11 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre as concentrações de 
NO exalado. *p<0,01 quando os grupos Fumo e Exercício foram 
comparados ao grupo Controle. Valores expressos como média e desvio 
padrão. 
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5.4 Análise do lavado broncoalveolar 

Nas análises de células inflamatórias, comparamos o número total de 

células inflamatórias e o número de macrófagos, neutrófilos, linfócitos e 

células epiteliais no LBA (Figura 12). Os dados são apresentados em 

número total de células de células multiplicado por 104 em 1 mL. A inalação 

de fumaça de cigarro aumentou a quantidade de células totais no LBA 

comparado aos grupos Controle e Exercício. O treinamento físico aeróbio 

parece reduzir esse aumento, uma vez que não houve diferença estatística 

entre o grupo Fumo/Exercício e o grupo Controle. A inalação de fumaça de 

cigarro aumentou a quantidade de macrófagos no LBA e o treinamento físico 

aeróbio não modificou esse aumento.  Os números de neutrófilos e linfócitos 

foram muito pequenos e não houve diferença estatística entre os grupos, 

portanto decidimos não mostrarmos no histograma. 
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Figura 12 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre o número total de 
células inflamatórias no lavado broncoalveolar. Valores expressos como 
média e desvio padrão. *p<0,01 quando comparado aos grupos Controle e 
Exercício. 
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5.5 Mensuração do intercepto linear médio 

Para analisar o desenvolvimento de enfisema pulmonar, utilizamos a 

medida do diâmetro linear médio (Lm). Verificamos a distensão alveolar em 

regiões do parênquima pulmonar próxima à pleura (Figura 14) e próxima aos 

bronquíolos terminais (Figura 15).  

Apresentamos exemplos de fotografias das lâminas coradas em 

hematoxilina-eosina de animais dos quatro grupos para exemplificar os 

resultados de Lm próximo à pleura (Figura 13). O treinamento físico aeróbio 

mostrou uma proteção ao parênquima pulmonar em relação à distenção 

alveolar causada pela inalação de fumaça de cigarro. 

 

Figura 13 – Fotomicrografias de microscopia óptica das regiões próximas à 
pleura dos quatro grupos estudados (coloração hematoxilina-eosina, 
aumento de 100x). (A) Grupo Controle, (B) Grupo Fumo, (C) Grupo Exercício 
e (D) Grupo Fumo/Exercício. 
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Figura 14 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre o diâmetro alveolar 
médio próximo à pleura. Valores expressos como média e desvio padrão. 
*p<0,01 quando comparado aos demais grupos. 
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Figura 15 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre o diâmetro alveolar 
médio próximo à via aérea. Valores expressos como média e desvio padrão. 
*p<0,001 quando comparado aos demais grupos. 
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5.6 Análise das fibras colágenas e elásticas 

As fibras no parênquima pulmonar foram comparadas a partir de um 

índice obtido através da divisão da área da fibra colágena pela área de 

parênquima pulmonar. A exposição à fumaça de cigarro aumentou a 

proporção de fibras colágenas e o treinamento físico aeróbio nos animais 

expostos à fumaça de cigarro não modificou esta alteração (Figura 16). Não 

houve diferenças estatisticamente significantes entre os grupos para as 

medidas de fibras elásticas (Figura 17). 

 
 

Figura 16 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a proporção de volume 
de fibras colágenas no parênquima. Valores expressos como média e desvio 
padrão. *p<0,001 quando comparado aos demais grupos.   
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Figura 17 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a proporção de volume 
de fibras elasticas no parênquima. Valores expressos como média e desvio 
padrão.  
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5.7 Mensuração de espécies reativas de oxigênio no lavado 

broncoalveolar 

Os dados são apresentados em número de cintilações por minuto 

sobre a quantidade total de células no LBA. A exposição à fumaça de cigarro 

aumentou a produção de ROS pelas células inflamatórias, e o treinamento 

físico aeróbio reduziu essa produção (Figura 18).  

 

Figura 18 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a quantidade de ROS 
no LBA. Valores expressos como média e desvio padrão. *p<0,001 quando 
comparado aos demais grupos. 
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5.8 Análise de marcadores de imunohistoquímica  

Os dados apresentados para densidade de células inflamatórias na 

parede alveolar positivas para iNOS, GPx, SODCuZn, SODMn, Gp91phox, 

MCP1, MMP9, TIMP1, TNF-α, IL-10 e IL1ra, são de células positivas em 

uma área de 106 µm2. E os dados apresentados para 8-Isoprostano e 

SODExtracelular são dados pela área de parênquima positiva para o 

marcador estudado pela área total de parênquima.  

A exposição à fumaça de cigarro aumentou a proporção no volume de 

8-Isoprostano no parênquima pulmonar. Este aumento foi inibido quando os 

animais expostos foram submetidos ao treinamento físico regular de 

intensidade moderada (Figura 19). 
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Figura 19 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a proporção de volume 
de 8-Isoprostano no parênquima pulmonar. Valores expressos como média e 
desvio padrão. *p=0,04 quando comparado ao grupo Fumo/Exercício. 
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A exposição à fumaça de cigarro e o treinamento físico aeróbio de 

intensidade moderada não modificaram a densidade de células inflamatórias 

na parede alveolar positivas para iNOS (Figura 20).  

 

 

 

 

Figura 20 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para iNOS. Valores expressos 
como média e desvio padrão. Não houve diferença estatisticamente 
significante entre os grupos. 
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A exposição à fumaça de cigarros não modificou a densidade de 

células inflamatórias na parede alveolar positivas para GPx. O treinamento 

físico aeróbio de intensidade moderada aumentou a densidade de células 

inflamatórias na parede alveolar positivas para GPx quando comparado aos 

grupos que não realizaram treinamento físico (Figura 21). 

 

Figura 21 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para GPx. Valores expressos 
como média e desvio padrão. *p<0,001, quando o grupo exercício foi 
comparado aos demais grupos e quando o grupo Fumo/Exercício foi 
comparado aos grupos Controle e Fumo. 
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A exposição à fumaça de cigarros reduziu a densidade de células 

inflamatórias na parede alveolar positivas para SODCuZn e o treinamento 

físico aeróbio de intensidade moderada inibiu esta redução (Figura 22).  

 

 

 

Figura 22 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para SODCuZn. Valores 
expressos como média e desvio padrão. *p<0,001 quando comparado aos 
demais grupos. 
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A exposição à fumaça de cigarro e o treinamento físico aeróbio de 

intensidade moderada não modificaram a densidade de células inflamatórias 

na parede alveolar positivas para SODMn, SOD-EC e Gp91phox (Figuras 

23, 24 e 25).  

 
 
Figura 23 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para SODMn. Valores expressos 
como média e desvio padrão. Não houve diferença estatisticamente 
significante entre os grupos. 
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Figura 24 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para SOD-EC no parênquima 
pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrão. Não houve 
diferença estatisticamente significante entre os grupos.  
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Figura 25 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para Gp91phox. Valores 
expressos como média e desvio padrão. Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos. 
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A exposição à fumaça de cigarro e o treinamento físico aeróbio de 

intensidade moderada não modificaram a densidade de células inflamatórias 

na parede alveolar positivas para MMP9 (Figura 26). Não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos, ainda que pareça haver uma 

tendência a aumento nos animais do grupo Exercício essa diferença pode 

ter ocorrido ao acaso. 

 

Figura 26 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para MMP9. Valores expressos 
como média e desvio padrão. Não houve diferenças estatisticamente 
significantes entre os grupos. 
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A exposição à fumaça de cigarros reduziu a densidade de células 

inflamatórias na parede alveolar positivas para TIMP1 e o treinamento físico 

aeróbio de intensidade moderada inibiu esta redução (Figura 27). 

 

 

 

Figura 27 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para TIMP-1. Valores expressos 
como média e desvio padrão. *p<0,01 quando comparado ao grupo 
Fumo/Exercício. 
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A exposição à fumaça de cigarros elevou a densidade de células 

inflamatórias na parede alveolar positivas para MCP1 e o treinamento físico 

aeróbio de intensidade moderada inibiu esta elevação (Figura 28). 

 

 
 
Figura 28 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para MCP1. Valores expressos 
como média e desvio padrão. *p<0,001 quando comparado aos demais 
grupos. 
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A exposição à fumaça de cigarros parece aumentar a densidade de 

células inflamatórias na parede alveolar positivas para TNF-α e o 

treinamento físico aeróbio de intensidade moderada parece inibir esta 

redução (Figura 29). 

 

 

 
 

 
 
Figura 29 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para TNF-α. Valores expressos 
como média e desvio padrão. p=0,053 quando comparado aos demais 
grupos. 
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A exposição à fumaça de cigarros reduziu a densidade de células 

inflamatórias na parede alveolar positivas para IL-10 e o treinamento físico 

aeróbio de intensidade moderada inibiu esta redução (Figura 30). 

 

 

Figura 30 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para IL-10. Valores expressos 
como média e desvio padrão. *p<0,01 quando comparado ao grupo 
Fumo/Exercício. 
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A inalação da fumaça de cigarros parece reduzir a densidade de 

células inflamatórias na parede alveolar positivas para IL-1 ra, mas essa 

redução não é estatíticamente significativa (Figura 31). 

 

 

Figura 31 – Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e do treinamento 
físico aeróbio regular de intensidade moderada sobre a densidade de células 
inflamatórias na parede alveolar positivas para IL-1 ra. Valores expressos 
como média e desvio padrão. Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos. 
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6 DISCUSSÃO  

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, um efeito protetor 

do treinamento físico aeróbio em alguns aspectos da lesão pulmonar 

produzida pela exposição à fumaça de cigarro em camundongos.  

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma doença 

caracterizada por limitação ao fluxo aéreo não completamente reversível, 

geralmente progressiva e associada a uma resposta inflamatória anormal a 

partículas ou gases tóxicos.  O maior fator de risco para o desenvolvimento 

da DPOC é a exposição à fumaça do cigarro (1). O fumo, diretamente ou por 

meio das células inflamatórias, pode aumentar a concentração de oxidantes 

e também levar a uma redução da capacidade antioxidante pulmonar (23, 

24).  

Os modelos experimentais de DPOC em camundongos são 

ferramentas importantes no teste de hipóteses e os conhecimentos advindos 

de modelos animais visam auxiliar o tratamento de pacientes com DPOC. 

Como a maior causa da doença em humanos é o tabagismo, a exposição à 

fumaça de cigarro tem sido o modelo experimental de escolha (84).  A 

suscetibilidade à doença em camundongos é dependente da espécie (190) e 

camundongos C57Bl6 expostos à fumaça de cigarro por 24 semanas podem 

apresentar alargamento de espaços aéreos e uma histologia semelhante à 

do enfisema humano (84, 137). 

O Intercepto Linear Médio (Lm), que é um marcador do grau de 

distensão de espaços aéros presente no pulmão pode ser calculado por 

técnicas morfométricas e de imagem. A distensão alveolar também pode ser 
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caracterizada pela medida da proporção da área de parênquima sobre a 

área de espaços aéreos. No entanto, esta medida fornece um valor médio 

da distensão alveolar e pode ficar prejudicada por uma eventual compressão 

de espaços aéreos vizinhos à área de destruição. Estas medidas não 

fornecem uma análise compartimentalizada da lesão pulmonar. Em 

situações onde a destruição do parênquima concentra-se em determinada 

região do pulmão, uma medida que avalie a média de toda a área de 

parênquima tende a perder sensibilidade. Portanto, neste estudo utilizamos 

o Intercepto Linear Médio (Lm) como um marcador do grau de distensão 

alveolar e realizamos as medidas em duas regiões: próximo à pleura e 

próximo às vias aéreas, para observar o comportamento da lesão.  

Os dados encontrados neste trabalho são compatíveis com o 

desenvolvimento de enfisema em camundongos publicados em outros 

estudos (137, 138, 190) e o tempo de exposição de 24 semanas utilizados 

neste estudo, em camundongos C57Bl6, foi suficiente para produzir uma 

lesão detectável pelas medidas tradicionais de Lm. Foi possível observar 

alargamento dos espaços aéreos nos dois compartimentos pulmonares, 

definidos pela distância em relação à pleura e às vias aéreas, o que sugere 

que a lesão que se desenvolve no pulmão é difusa. O efeito da exposição ao 

cigarro sobre o Lm pode diferir dependendo da linhagem de camundongo 

estudada. O estudo de Guerassimov (190) demonstrou que o Lm nos 

camundongos C57Bl6 após exposição por 24 semanas à fumaça de cigarro 

aumentou em 13,2% comparado ao controle, e as linhagens mais 

susceptíveis foram em ordem decrescente AKR/J (38%), A/J (17,9%) e SJ/L 
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(23,8%). Além disso, os camundongos C57Bl6 expostos à fumaça de cigarro 

apresentaram uma redução no peso corporal na 24ª semana comparado ao 

controle. Em nosso modelo experimental, observamos um aumento no Lm 

de 8,05% na região próxima à pleura e de 12,9% próximo às vias aéreas nos 

animais expostos à fumaça de cigarro, e uma redução significativa no peso 

corporal nas primeiras oito semanas de exposição, a partir daí parece haver 

uma tolerância e o peso se mantém.  

A maneira com que os animais são expostos ao cigarro é diferente 

entre os estudos e são utilizados equipamentos muito diversos para expor os 

animais à fumaça de cigarro. 

Efeitos sistêmicos da DPOC incluem perda de peso, alterações 

nutricionais e disfunção muscular. A diminuição na capacidade ao exercício 

é uma conseqüência grave da doença devido à fatores como a dificuldade 

de ventilação (hiperinsuflação dinâmica), de troca gasosa, alterações na 

musculatura respiratória e sistêmica e transtornos nutricionais (191). A 

fadiga nas extremidades inferiores parecem ser as principais causas da 

limitação ao exercício (Lillian, 1992). Interessantemente, no presente estudo, 

os animais expostos ao cigarro não mostraram pior desempenho no teste 

físico quando comparados aos controles. Provavelmente isso ocorreu 

porque alterações fisiológicas obtidas pelos modelos experimentais de 

DPOC mimetizem a forma leve da doença em humanos (138, 190, 192-194). 

A inflamação na DPOC tem sido mostrada pelos estudos por um 

aumento de macrófagos, linfócitos ou neutrófilos no parênquima pulmonar 

(105, 106, 109, 110, 112). Embora a maioria destes estudos tenha 
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identificado pelo menos um tipo de célula inflamatória nos pacientes com 

DPOC, o tipo celular predominante não é o mesmo em todos os casos. 

Estas diferenças podem ocorrer por variações amostrais. Porém, ainda que 

as células inflamatórias pareçam essenciais para o desenvolvimento do 

enfisema, sua exata contribuição não está totalmente esclarecida. 

Os macrófagos são as células mais freqüentemente encontradas em 

estudos de pacientes com DPOC, o que sugere que pode ser uma célula 

central no desenvolvimento da doença (23, 115, 131, 195, 196).  

Em uma revisão sobre os mecanismos celulares para o 

desenvolvimento do enfisema, Di Stefano propõe que as células inicialmente 

recrutadas seriam os macrófagos e linfócitos, predominantemente 

encontrados em pacientes com DPOC leve (197). Em fases mais avançadas 

da doença, neutrófilos e macrófagos seriam recrutados, enquanto linfócitos 

seriam menos encontrados (198). Muitos outros autores concordam com 

esta interpretação temporal da resposta inflamatória na DPOC, atribuindo 

um papel central aos macrófagos, que estariam inicialmente presentes e 

sinalizariam para os demais mecanismos de lesão (23, 130). Os neutrófilos 

poderiam aparecer apenas em uma fase mais tardia da evolução da doença. 

Modelos animais de exposição aguda ao cigarro mostram 

recrutamento tanto de neutrófilos como de macrófagos para a via aérea, 

detectados pelo lavado broncoalveolar (109). Não sabemos ao certo como 

ocorre a evolução desta inflamação aguda observada nos estudos 

experimentais para o processo inflamatório crônico. É possível que o 

recrutamento celular encontrado nesta fase desapareça e o processo 
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inflamatório secundário à exposição crônica reapareça mais tardiamente, 

com um papel fisiopatológico diferente (197). 

Nosso modelo experimental é um modelo de exposição crônica à 

fumaça de cigarro no qual a destruição tecidual parece ser mediada pelos 

macrófagos. Observamos um aumento no número total de células 

inflamatórias e de macrófagos no LBA, modificações já demonstradas em 

outros estudos (94, 190). Neutrófilos e linfócitos não foram encontrados 

aumentados no lavado broncoalvolar neste modelo. É possível que essas 

células tenham sido importantes na fase aguda da lesão. Guerassimov 

mostrou que as células T (CD4 e CD8) tinham uma tendência a diminuir 

depois de 24 semanas de exposição ao cigarro (190).  

A expressão de IL-10, uma potente citocina antiinflamatória, mostrou-

se reduzida em nosso modelo nos animais expostos à fumaça de cigarro, 

em contraste aos resultados mostrados por Guerassimov (190). A IL-10 

modula a expressão de citocinas, mediadores solúveis e moléculas da 

superfície celular por células de origem mielóide, com consequências 

importantes pela capacidade de ativar e sustentar respostas inflamatórias e 

imunes (Moore, 2001). A IL-10 inibe a produção de quimiocinas induzíveis 

que estão envolvidas na inflamação, como MIP-1. Este cenário poderia 

explicar nossos achados em que a baixa regulação de IL-10 no pulmão 

estimulou a ativação de macrófagos nos animais expostos ao cigarro (Cosio, 

2004).  

Investigamos também a expressão de MCP1 e TNF-α em células 

inflamatórias no parênquima pulmonar.  
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O fator de necrose tumoral (TNF-α) desempenha um papel importante 

na inflamação da doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) (198-200). O 

tabagismo aumenta a liberação de TNF-α pelos macrófagos alveolares 

(201). Takabatake e colaboradores (202) concluiu que níveis de TNF-α no 

escarro induzido e no plasma estão aumentados em pacientes com DPOC.  

Os macrófagos induzidos por substâncias do cigarro, também podem 

secretar espécies reativas de oxigênio e um peptídeo quimiotático para 

monócitos (MCP1) (23).  A MCP1 é expressa por macrófagos alveolares, 

linfócitos T e células epiteliais (203, 204). A MCP1 também é secretada por 

pneumócitos tipo II em cultura, e sua liberação é estimulada por LPS, mas é 

inibida pelo extrato de cigarro (205). Os níveis de MCP1 estão aumentados 

no escarro, lavado broncoalveolar e em pulmões de pacientes com DPOC 

(204).  

Em nosso modelo experimental observamos um aumento significativo 

de MCP1 nos animais expostos à inalação de fumaça de cigarro, enquanto o 

TNF-α mostrou uma tendência em aumentar nesses animais. 

A inalação de fumaça de cigarro também pode induzir a secreção de 

MMP2, MMP9, MMP12, elastase neutrofílica e catepsinas K, L e S, pelos 

macrófagos (23). Alguns estudos sugerem que os estímulos pró-

inflamatórios induzidos pelo tabagismo podem regular a atividade da MMP-9 

na DPOC (206-209). Entretanto, em nosso modelo experimental não 

encontramos aumento de MMP9 nos animais expostos à inalação de fumaça 

de cigarro, mas encontramos uma diminuição na TIMP1, seu respectivo 

inibidor endógeno. Esse resultado foi demonstrado em outros estudos em 
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que houve uma diminuição na liberação das TIMPs pelos macrófagos 

alveolares na DPOC (209, 210).  É provável que o desequilíbrio entre as 

proteases macrofagicas e suas respectivas antiproteases tenham um papel 

patogênico em nosso modelo experimental de enfisema.  

Investigamos, pela primeira vez, a produção de óxido nítrico no ar 

exalado em um modelo experimental induzido pela exposição à fumaça de 

cigarro, e mostramos um aumento de NO exalado nos animais expostos ao 

cigarro. Estudos in vitro têm mostrado que oxidantes podem causar a 

liberação de mediadores inflamatórios, como o NO (211). Diferente da asma, 

os estudos de NO exalado em pacientes com doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC) são bastante conflitantes (212-214). Curiosamente, têm sido 

relatados aumentos nos níveis de óxido nítrico exalado, em um grupo de 

pacientes com DPOC durante o inverno e no início da exacerbação (215), 

sugerindo que o acompanhamento da variação do óxido nítrico exalado na 

DPOC pode ter implicações clínicas (216). Alguns estudos de pacientes com 

DPOC mostraram elevados níveis de NO (217), mas não tão elevados como 

os relatados em outros estudos de asma (218-220). Além disso, um estudo 

recente tem sugerido o óxido nítrico exalado como potencial marcador em 

pacientes com DPOC (221). 

A expressão da iNOS é induzida sob condições inflamatórias e 

oxidantes, como na DPOC (21, 222, 223), entretanto, em nosso estudo não 

observamos alteração na expressão de iNOS no parênquima pulmonar 

desses animais. 
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Assim, investigamos a quantidade de estresse oxidativo presente no 

LBA dos animais e visto que, o grau de estresse oxidativo pode ser avaliado 

utilizando compostos que geralmente resultam de oxidação/nitração de 

lipídios ou proteínas, investigamos a expressão de 8-isoprostano no 

parênquima pulmonar, por ter sido sugerido como um dos mais promissores 

biomarcadores do estresse oxidativo (224).  

Encontramos um aumento significativo de espécies reativas de 

oxigênio no LBA e de 8-isoprostano no parênquima pulmonar nos animais 

expostos à inalação de fumaça de cigarro. Isoprostano é um produto da 

peroxidação lipidica do ácido aracdonico mediada pelas espécies reativas de 

oxigênio. Estudos mostraram um aumento de 8-Isoprostano na urina de 

pacientes com DPOC, e esse aumento foi maior durante exacerbações 

(225). 8-Isoprostano também estava aumentado no ar exalado de fumantes, 

mas em menor grau do que em pacientes com DPOC (21, 226).  

Esse aumento na geração de espécies reativas de oxigênio em nosso 

modelo foi acompanhado de redução na expressão da enzima superóxido 

dismutase CuZn nos animais expostos à fumaça de cigarro. Outros estudos 

mostraram que a atividade total antioxidante da SODCuZn estava reduzida 

no epitélio das vias aéreas de asmáticos (47) e um aumento na produção do 

ânion superóxido foi observado nesses pacientes (48). Apesar do fato de 

excessiva produção de espécies reativas de oxigênio, particularmente ânion 

superóxido, na fisiopatologia da doença pulmonar obstrutiva crônica (227), 

não há relatos mostrando a expressão da SODCuZn nessa doença (228). 

Em nosso modelo experimental as SODs Manganês e Extracelular e a 
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glutationa peroxidase não estavam alteradas nos animais expostos ao 

cigarro.  

Nossos resultados sugerem que um desequilíbrio oxidante / 

antioxidante possa ser um dos mediadores do processo lesivo iniciado pelas 

toxinas do cigarro, bem como efetores da lesão pulmonar, produzindo 

destruição do parênquima pulmonar. 

A medida da função pulmonar em camundongos é essencial para 

estabelecer a relevância dos modelos murinos nas doenças pulmonares 

humanas. No entanto, fazer tais medidas representa um desafio técnico, 

devido ao pequeno tamanho do animal, e à utilização de pequenos fluxos 

respiratórios. O enfisema apresenta como principal alteração funcional 

diminuição na pressão de recolhimento elástico do pulmão, no entanto, 

Guerrassimov não conseguiu mostrar alterações na mecânica pulmonar de 

camundongos C57BL6 expostos à fumaça de cigarro por 24 semanas, 

apesar do aumento de Lm em 13,2%.  

Em nosso modelo de exposição crônica à fumaça de cigarro, 

encontramos uma queda na elastância pulmonar (Htis) desses animais, 

caracterizando um decréscimo da capacidade de recolhimento elástico, 

compatível com o perfil funcional do enfisema pulmonar humano. As 

medidas de resistência de vias aéreas (Raw) e de resistência de tecidos 

(Gtis) não mostraram diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos. Houve uma tendência à redução das fibras elásticas e um aumento 

das fibras colágenas nos grupos expostos ao cigarro.  
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A fumaça de cigarro inibiu a reparação pulmonar em modelos animais 

de enfisema. Em hamster, a lesão induzida pela elastase foi associada a 

uma rápida perda de fibras de colágeno e elástica no tecido pulmonar (229, 

230). Isto foi seguido nos próximos dias ou semanas pela síntese e acumulo 

de ambos. No entanto, o conteúdo de elastina no pulmão retornou muito 

próximo aos níveis normais e o conteúdo de colágeno ultrapassou o normal. 

Esta nova síntese, no entanto, sugere que os mecanismos de reparo 

pulmonar podem ser ativados. A síntese da elastina também é  

inibida pela fumaça de cigarro. Após instilação intratraqueal de elastase em 

hamster, uma nova síntese de elastina é marcadamente inibida pela 

concomitante exposição à fumaça de cigarro (231). A maturação de fibras 

elásticas, e provavelmente a sua reparação impõem um processo 

dependente da atividade da enzima lisil oxidase (232). Esta enzima é inibida 

pelo fumo (233), sugerindo que o fumo pode inibir tanto a polimerização e 

maturação da elastina, assim como a sua produção. Morris (234) mostrou 

que as fibras elásticas foram danificadas em cultura de células de 

fibroblastos expostos a elastase, no entanto, 22 dias após a exposição, as 

fibras elásticas foram iguais às fibras do grupo controle. A destruição de 

fibras elásticas e colágenas podem iniciar em uma fase bem precoce da 

exposição ao cigarro (109). No entanto, a deposição de novas fibras 

(remodelamento) parece ser um processo mais lento, que acontece em 

modelos crônicos. 

A Iniciativa Global para a Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 

(GOLD) propôs potenciais indicadores que deveriam estar presentes em 
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modelos animais para a presença de DPOC. A exposição aos fatores de 

risco, como a fumaça de cigarro, é o primeiro indicador proposto pelo GOLD; 

e em seguida, a obstrução ao fluxo aéreo, que pode ser acessada com 

testes de função pulmonar; além de hipersecreção, tosse e dispnéia e 

presença de enfisema (1). 

O modelo experimental proposto neste estudo cumpriu vários 

indicadores orientados pelo GOLD, como a exposição ao cigarro, como fator 

de risco, redução na elastância pulmonar e enfisema pulmonar.  

O modelo experimental de DPOC em camundongos ainda é o modelo 

mais favorecido no que diz respeito a mecanismos de imunidade celular e 

por oferecer a oportunidade de manipulação genética. No entanto, uma das 

importantes limitações nesses modelos animais é a dificuldade em 

reproduzir a doença em pequenas vias aéreas, devido aos poucos níveis de 

ramificação brônquica. Parte do desafio encontra-se na mensuração da 

função pulmonar em animais muito pequenos, e estes devem ser 

correlacionados a marcadores inflamatórios e alterações histológicas. Além 

da dificuldade em avaliar a função pulmonar de camundongos, a fumaça de 

cigarro tem efeitos sobre o peso corporal e os níveis de carboxihemoglobina 

nesses animais. Como outros sistemas orgânicos podem ser afetados em 

pacientes com DPOC é importante que estes efeitos estejam presentes em 

modelos experimentais (135).  

Embora as alterações observadas em modelos animais não sejam 

totalmente iguais à da situação humana e muitos mediadores envolvidos 

possam ter diferentes efeitos funcionais especialmente no trato respiratório 
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de murinos, os modelos experimentais representam abordagens úteis para 

investigar mecanismos celulares e moleculares subjacentes ao 

desenvolvimento e progressão da DPOC.  

O modelo experimental aqui utilizado, como demonstrado em outros 

estudos experimentais de indução de enfisema por exposição ao cigarro, 

mostra alterações fisiológicas que mimetizam a forma leve da DPOC em 

humanos (138, 190, 192-194, 235). Nosso estudo sugere que o estresse 

oxidativo tem grande importância na patogênese da doença, como mostrado 

pelo aumento de ROS, óxido nítrico e 8-Isoprostano nos pulmões. O 

estresse oxidativo pode estar envolvido, também, na inativação de 

antiproteases e no aumento da expressão de mediadores pró inflamatórios. 

O tabagismo é o mais importante fator ambiental na patogênese da 

doença pulmonar obstrutiva crônica, no entanto, apenas cerca de 20% dos 

fumantes desenvolvem a doença, independentemente da quantidade de 

cigarros consumidos (2). No entanto, nenhum dos mecanismos acima 

descritos explica porque só esse número limitado de indivíduos fumantes 

desenvolve DPOC. Isso indica que a suscetibilidade à doença 

provavelmente resulte de múltiplos componentes genéticos e de efeitos 

ambientais.  

O exemplo mais conhecido da influência da variação no genoma e 

susceptibilidade a DPOC é o polimorfismo genético à α-1 antitripsina. No 

entanto, esse polimorfismo representa apenas 1 a 2% dos casos da doença 

(2).  
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É possível que haja interferência do ambiente e estilo de vida no 

desenvolvimento da doença? É possível que a prática regular de exercício 

físico aeróbio por fumantes influencie no desenvolvimento da doença? 

Um estudo prospectivo baseado em uma amostra da população (n= 

6790) realizado em Copenhagem com avaliação a cada 5-10 anos mostrou 

que a prática de atividade física de moderado ou alto grau por fumantes 

ativos reduziu o risco de desenvolver DPOC comparado ao grupo que 

realizava pouca atividade física (11). 

Apesar da incidência populacional da DPOC e da perspectiva do 

aumento da incidência da doença nas próximas décadas, este parece ser 

um estudo isolado que avaliou os efeitos do treinamento físico aeróbio no 

desenvolvimento da doença. 

A Sociedade Americana de Tórax, a Sociedade Americana de 

Reabilitação Cardiovascular e Pulmonar e a Sociedade Européia 

Respiratória publicam anualmente orientações e revisões baseadas em 

evidências da literatura sobre os benefícios do treinamento físico aeróbio no 

tratamento da doença já instalada. Os benefícios de programas de 

reabilitação para pacientes com DPOC são bem estabelecidos como reforço 

da terapia padrão, a fim de controlar e aliviar os sintomas, otimizar a 

capacidade funcional, melhorar a qualidade de vida e reduzir o número de 

hospitalizações, reduzindo os custos com a doença (236, 237).  

No entanto, o treinamento físico aeróbio parece trazer benefícios 

importantes para o fumante, e pode-se até mesmo sugerir que possa ter 
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influência no desenvolvimento da doença, entretanto os mecanismos pelo 

qual isto pode ocorrer ainda são pouco compreendidos.  

Vários estudos demonstraram que o exercício aeróbio pode 

apresentar efeitos antiinflamatórios contra a inflamação pulmonar alérgica e 

não alérgica e que parte dos efeitos antiinflamatórios do exercício é mediada 

pela liberação de citocinas anti-inflamatórias IL-10 e IL-1ra e também pela 

regulação direta do exercício na liberação de IL -1β e TNF-α (5, 238-241).  

Em nosso estudo o treinamento físico aeróbio regular de intensidade 

moderada inibiu a distensão alveolar, o aumento total de células 

inflamatórias e da produção de espécies reativas de oxigênio no LBA e o 

aumento na geração de óxido nítrico no ar exalado induzido pela exposição 

à fumaça de cigarro, assim como reduziu a expressão de 8-isoprostano e 

MCP1 e aumentou a expressão de GPx, SODCuZn, TIMP1 e IL-10, pelas 

células inflamatórias na parede alveolar. O estudo também demonstrou que 

o treinamento físico aeróbio foi capaz de inibir a queda da elastância 

pulmonar induzida pela exposição ao cigarro. Esses resultados sugerem que 

o treinamento físico aeróbio regular de intensidade moderada pode exercer 

um importante papel durante a instalação da doença, devido aos seus 

possíveis efeitos antioxidantes e antiinflamatórios. 

Os animais expostos ao cigarro e que realizaram exercício físico 

mostraram uma redução de peso na 16ª e 24ª semana quando comparados 

ao grupo Exercício. Em relação aos testes físicos, o treinamento físico 

regular melhorou o condicionamento físico aeróbio dos animais expostos ao 

cigarro.  
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A expressão de MMP9 não foi diferente entre os grupos, mas 

encontramos uma diminuição na TIMP1 nos animais expostos à inalação de 

fumaça de cigarro, que foi revertida pelo exercício aeróbio. Alguns estudos 

mostraram que a IL-10 suprime a liberação de MMP-9 a partir de monócitos 

de pacientes com DPOC e ao mesmo tempo, estimula a liberação de seus 

principais inibidores endógenos, a TIMP-1 (242, 243). Este cenário poderia 

explicar nossos achados em que o exercício aumentou a expressão de IL-10 

no pulmão e pode ter estimulado a expressão da TIMP1 nos animais 

expostos ao cigarro, o que poderia contribuir na proteção contra o 

desenvolvimento do enfisema.  

De forma aguda o exercício físico reduz o aumento de TNF-α em 

voluntários saudáveis após uma injeção de baixa dose de Escherichia coli 

(244), esse achado foi confirmado por Keller e colaboradores (245). O 

exercício regular tem um papel antiinflamatório mediado pela IL-6 derivada 

do músculo, essa citocina estimula o surgimento, de citocinas 

antiinflamatórias como IL-1ra e IL-10 e inibe a produção de citocinas pró 

inflamatórias como o TNF-α (246-248). A IL-1ra é um membro da família da 

IL-1 que se liga aos receptores IL-1, mas não induz qualquer resposta 

intracelular. Em nosso modelo experimental, a inalação da fumaça de cigarro 

parece reduzir a densidade de células inflamatórias na parede alveolar 

positivas para TNF-α e IL-1ra, mas essa redução não é estatíticamente 

significativa.  

Alguns estudos têm demonstrado que parte dos efeitos 

antiinflamatórios do treinamento físico ocorre através da redução dos níveis 
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de MCP-1 (249, 250). Em nosso modelo experimental, o treinamento físico 

aeróbio reduziu a expressão de MCP-1 por células inflamatórias no 

parênquima pulmonar induzido pela exposição à fumaça de cigarro. Estes 

resultados sugerem que este poderia ser um dos mecanismos envolvidos na 

redução da migração das células inflamatórias para o parênquima pulmonar 

nos animais expostos ao cigarro. 

Além disso, neste estudo observamos um aumento do óxido nítrico 

exalado nos animais que realizaram exercício aeróbio. 

O exercício tem um grande impacto na disponibilidade e bioatividade 

do óxido nítrico (NO) derivado do endotélio (251, 252). O estímulo à 

produção endotelial de NO é o aumento do fluxo sanguineo através dos 

vasos, o que resulta em aumento da bioativação da óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS) (252, 253). A produção do NO, por sua vez, aumenta o 

fluxo sanguíneo muscular pela vasodilatação, melhorando a disponibilidade 

de substratos energéticos e antioxidantes pela circulação. Assim, um 

aumento da produção de NO, regulado pelas NOs é visualizada como 

benéfica durante o exercício (254). Estudos sugerem que, pelo menos, dez 

semanas de exercício são necessárias para melhorar significativamente a 

vasodilatação endotélio-dependente em homens jovens saudáveis (251), 

enquanto que para pacientes com redução na bioatividade de NO, mesmo 

quatro semanas de treinamento são benéficas (255-257). 

Ao contrário de outras formas de NOs, a iNOS não é regulamentada 

por íons cálcio, mas é induzida principalmente por ROS e citocinas 

inflamatórias (258). A iNOS foi relatada elevada em músculos esqueléticos 
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de ratos após exercício agudo (254, 259). No entanto, outro estudo relatou 

que o exercício crônico aumentou a atividade e expressão protéica da nNOS 

e eNOS, e não da iNOS nos músculos gastrocnêmio e diafragma (260).  

A expressão da eNOS induzida pelo exercício é transitória e 

reversível e regulada por fatores tais como a angiogênese, e aumento de 

antioxidantes incluindo efeitos de superóxido dismutase CuZn e Extracelular 

e redução de NAD (P) H oxidase, com provável redução no estresse 

oxidativo. Com base nestas observações, parece razoável supor que o 

exercício possa ser visto como um eficaz antioxidante (253). 

Em nosso modelo experimental o exercício aeróbio inibiu a redução 

da SODCuZn encontrada nos animais expostos ao cigarro, no entanto as 

SODs manganês e extracelular não foram diferentes entre os grupos. Um 

estudo experimental mostrou uma elevação da SODCuZn no endotélio da 

aorta de cobaias treinadas (261) e embora os níveis protéicos de superóxido 

dismutase manganês não terem sido alterados, os níveis de p67phox, uma 

subunidade da enzima pró-oxidante NAD(P)H oxidase, foram reduzidas pelo 

exercício. Essas observações sugerem que o efeito antioxidante do exercício 

pode ser não só mediado pelo aumento da expressão de enzimas 

antioxidantes, mas também por uma expressão reduzida de enzimas pró-

oxidantes. 

Em nosso estudo a expressão de Gp91phox, uma subunidade de 

membrana da enzima pró-oxidante NAD(P)H oxidase, não foi alterada em 

nenhum dos grupos estudados, no entanto, o exercício aeróbio reduziu 

significativamente os níveis de ROS no lavado broncoalveolar e a expressão 
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de 8-isoprostano no parênquima pulmonar encontrada nos animais expostos 

ao cigarro. Além disso, em nosso modelo experimental, a expressão da GPx 

pelos macrófagos alveolares não foi diferente entre os animais expostos ao 

cigarro comparado ao controle, entretanto o exercício físico aeróbio 

aumentou significativamente a expressão dessa enzima.  

Outros estudos também não mostraram quaisquer mudanças 

apreciáveis na atividade de GPx em macrófagos alveolares ou tecido 

pulmonar obtido a partir de fumantes crônicos (262, 263). No entanto, em 

modelos experimentais a exposição aguda das células epiteliais alveolares 

in vitro de pulmões de roedores à fumaça do cigarro ou o seu condensado 

resultou em uma redução nas atividades da GPx (264-266). Em um outro 

estudo, quando ratos foram expostos cronicamente à fumaça de cigarro, as 

atividades da GPx aumentaram (267). O aumento na atividade enzimática 

pode estar associado a uma tolerância ao tabagismo.  

É provável que a GSH mitocondrial desempenhe um papel 

fundamental na manutenção do sistema de defesa antioxidante celular e 

assim na integridade celular sob condições de estresse oxidativo. Estudos 

(268, 269) mostraram que a transferência de genes mitocondriais da 

glutationa redutase e a superexpressão da GPx em várias linhas celulares 

levaram a proteção contra o estresse oxidativo. Isso sugere que o sistema 

GSH redox e as suas enzimas como a glutationa redutase e a GPx podem 

ser importantes na proteção mitocondrial e das funções celulares em relação 

ao estresse oxidativo, como o produzido pela fumaça de cigarro nos 

pulmões, sugerindo que a GPx pode ter sido uma das maiores responsáveis 
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pela redução nas espécies reativas de oxigênio em nosso modelo 

experimental. 

O treinamento físico aeróbio protegeu os animais quanto à queda na 

elastância pulmonar (Htis) observada nos animais expostos à fumaça de 

cigarro. O valor de Htis foi normalizado pelo peso do animal, uma vez que 

houve diferença de peso corporal entre os grupos devido aos diferentes 

tratamentos e, sobretudo porque os nossos parâmetros de mecânica 

refletem não só os pulmões, mas também as propriedades da parede 

torácica (270, 271).  

As limitações dos modelos animais de DPOC precisam ser 

consideradas, mas os resultados obtidos a partir desses modelos podem 

proporcionar avanços significativos em termos de compreensão dos 

mecanismos envolvidos na doença. 

Os resultados do presente estudo sugerem que o treinamento físico 

aeróbio regular de intensidade moderada em fumantes reduz o estresse 

oxidativo e protege contra o desenvolvimento do enfisema. A compreensão 

dos mecanismos relacionados a essa proteção pode fornecer a base para a 

compreensão da fisiologia molecular da doença e poderá ter grandes 

implicações na prática clínica. 
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7 CONCLUSÃO 

Neste estudo, estabelecemos um modelo de lesão pulmonar crônica 

induzida por cigarro e mostramos um efeito protetor do treinamento físico 

aeróbio no desenvolvimento do enfisema pulmonar de camundongos 

C57BL6.  
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