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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito do treinamento fisico na reatividade
vascular de artérias mesentérica e pulmonar de ratos submetidos a isquemia/reperfusao
(IR) pulmonar. Ratos wistar foram utilizados nesse estudo, e divididos em cinco grupos:
controle sedentario (C/SD); controle treinado (C/TR); falso operado sedentario
(SHAM/SD); isquemial/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusao treinado
(IR/TR). O treinamento fisico consistiu em corrida em esteira, sessdes de 60 min/dia, 5
vezes por semana durante 8 semanas (velocidade 1,2 km/h e 0% de inclinagéo). O
processo de IR pulmonar foi realizado através de ocluséo total da artéria pulmonar, veia
pulmonar e brdonquio esquerdo por 90 minutos e reperfusdo de 120 minutos. Em
seguida, as artérias mesentérica e pulmonar foram isoladas e curvas concentracao-
resposta a acetilcolina (ACh), histamina (HIST), nitroprussiato de sédio (SNP) foram
obtidas na presenca e na auséncia de endotélio. Curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina (PHE) e ao analogo do tromboxano A, (U46619) também foram obtidas na
presenca de endotélio. Andlise do extravasamento de proteinas plasmaticas, atividade
da mieloperoxidase pulmonar (MPO), nitrato e nitrito (NOy), atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD), interleucina-6 (IL-6) plasmaticas e expressao de proteina
arterial da eNOS, nNOS, Cu/Zn SOD-1, p47°"™ e TNF- a foram avaliados. Verificou-se
aumento nos valores de NO,, SOD, IL-6 plasmatico, atividade da MPO e
extravasamento de proteinas nos grupos IR/SD e IR/TR quando comparados aos
demais grupos. O treinamento fisico ndo alterou nenhum destes parametros. Em artéria
mesentérica, houve diminuicdo na poténcia a ACh e a PHE no grupo IR/SD quando
comparado aos grupos C/TR e IR/TR, sem alteracdes nos valores de resposta maxima.
Nao foram verificadas alteragcbes na resposta ao U46619. Nenhuma alteracdo na
expressdo das proteinas nNOS, Cu/Zn SOD-1 e p47°" foi encontrada. Em artéria
pulmonar, a poténcia a PHE foi significativamente diminuida nos grupos IR/SD e IR/TR,
sem altera¢des na resposta maxima. Nao foram verificadas alteragbes na resposta ao
U46619. A expressdo das proteinas eNOS, nNOS, Cu/Zn SOD-1 e p47°"* n&o foram
alteradas para todos os grupos experimentais. No entanto, foi verificado aumento
significativo na expressdo de TNF-a nos grupos experimentais IR/SD e IR/TR quando
comparados aos demais grupos. O presente trabalho mostra que o treinamento fisico
previne as alteracdes de sensibilidade aos agonistas ACh e PHE em artéria
mesentérica induzida pelo processo de isquemia/reperfusdo pulmonar, promovendo
efeitos benéficos sistémicos. Por outro lado, o treinamento fisico ndo foi eficaz em
atenuar as modificacbes observadas para a PHE em artéria pulmonar e estas
alteracbes foram positivamente associadas com elevacédo na concentracdo de TNF-q,
mostrando que o treinamento fisico ndo foi capaz de prevenir as alteragbes locais
induzidas pelo processo de IR pulmonar.

Palavras Chave: Reatividade vascular, Isquemia/reperfusao pulmonar, Exercicio fisico.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of physical training in the responsiveness
of rat mesenteric and pulmonary rings submitted to lung ischemia/reperfusion (IR). Rats
were divided into five groups named: control sedentary (C/SD); control trained (C/TR);
sham operated sedentary (SHAM/SD); ischemia/reperfusion sedentary (IR/SD) and
ischemia/reperfusion trained (IR/TR). Run training was performed for 5 days/week, each
session of 60 minutes, during 8 weeks (speed of 1.2 km/h and 0% grade). Left
pulmonary IR was performed by occluding the pulmonary artery, bronchus and
pulmonary vein for 90 minutes and reperfusion for 120 minutes. Concentration-response
curves to acetylcholine (ACh), histamine (HIST), sodium nitroprusside (SNP) with intact
and denuded endothelium were obtained. Contractile response curves were performed
for phenylephrine (PHE) and tromboxane A, analogue (U46619). The pulmonary plasma
protein extravasation, lung myeloperoxidase activity (MPO), plasma levels of
nitrite/nitrate (NOy), superoxide dismutase activity (SOD), interleukin-6 (IL-6) and the
protein expression for eNOS, nNOS, Cu/Zn SOD-1, p47°"* and TNF-a were evaluated.
The levels of NOx, SOD, IL-6, MPO activity and pulmonary plasma protein
extravasation were markedly increased in IR/SD and IR/TR compared to others groups
which were not modified by exercise training. In mesenteric rings a decreased of
potency to ACh and PHE in IR/SD compared to C/TR and IR/TR without changes in the
maximal response were observed. No changes to U46619 were seen in all groups. The
nNOS, Cu/Zn SOD-1 and p47°"* protein expression were not modified. In pulmonary
rings the potency to PHE was decreased in IR/SD and IR/TR without changes in the
maximal response. No changes to U46619 were seen in all groups. Neither pulmonary
IR nor exercise training changed the protein expression for eNOS, nNOS, Cu/Zn SOD-1
and p47°"* Pulmonary IR increased the TNF-a protein expression which was not
modified by exercise training. In conclusion the exercise training prevented the
alterations of sensitivity to ACh and PHE induced by pulmonary IR in mesenteric artery,
promoting systemic beneficial effects in remote tissue. On the other hand exercise
training did not prevent the PHE vascular modifications associated with marked
increased in TNF-a protein expression in pulmonary artery, suggesting that the local
alterations are not affected by exercise training in pulmonary IR.

Keywords: Vascular responsiveness, Pulmonary ischemia/reperfusion, Exercise
training.
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1. INTRODUCAO

O processo de isquemia/reperfusdo pulmonar tem sido associado a infiltracédo de
neutrofilos nos pulmdes, lesdo endotelial de microvasos e edema pulmonar (BISHOP et
al., 1987; HOOG, 1987; OVERAND et al, 1989; CHAN et al, 2003). A
isquemia/reperfusdo provoca resposta inflamatoria sistémica podendo resultar em
excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio e reducdo na producdo ou
disponibilidade de 6xido nitrico causando efeitos deletérios nos tecidos (FOULDS et al.,
1998; CARDEN e GRANGER, 2000). Estudo demonstrou que o0 processo de
isquemia/reperfusdo em diversos 6rgdos, tais como coracdo, cérebro e rins, pode
causar disfuncdo vascular resultando em diminuicdo do relaxamento dependente de
endotélio (BANDA; LEFER; GRANGER, 1997), outros estudos relataram alteragcdes no
tbnus vascular apos o processo de isquemia/reperfusdo tanto em artérias locais quanto
sistémicas (PRUNEAU e BELICHARD, 1993; KOKSOY et al., 2000; RODRIGUEZ-
SINOVAS et al.,, 2003). Porém ndo existem estudos conclusivos relacionados ao
processo de isquemia/reperfusdo pulmonar e a reatividade vascular.

O exercicio fisico regular, preferencialmente o aerébio, tem sido recomendado na
terapéutica nado farmacolégica da prevencdo e/ou tratamento das doencas
cardiovasculares, entre outras. Esses beneficios podem estar relacionados ao aumento
na producdo de substancias vasoativas como o 6xido nitrico e/ou ao aumento de sua
disponibilidade nas células endoteliais (SESSA et al., 1994; SHEN et al., 1994;
KINGWELL, 2000; CLAUDINO et al., 2004; GRAHAN e RUSH, 2004; HIGASHI e
YOSHIZUMI, 2004; WOODMAN et al., 2005). Particularmente os efeitos do exercicio
fisico regular na funcéo pulmonar foram estudados em quadros de asma e em alguns
casos na doenca pulmonar obstrutiva cronica (POWERS; COOMBES; DEMIREL, 1997;
COOPER, 2001; RAM et al., 2005; BARAKAT et al., 2008).

No entanto, até o momento, ndo existem estudos que esclarecam o efeito do
treinamento fisico aerobio na reatividade vascular apés o0 processo de
isquemia/reperfusdo pulmonar. Sendo assim o objetivo deste estudo foi o de avaliar o
efeito do treinamento fisico aerdbio na reatividade vascular de artérias mesentérica e

pulmonar de ratos submetidos ao processo de isquemia/reperfusdo pulmonar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema respiratorio
O sistema respiratério € constituido pela traquéia, bronquios, bronquiolos e

alvéolos que séo as unidades funcionais dos pulmdes (Figura 1).

Figura 1 — Unidades funcionais dos pulmdes (POWERS e HOWLEY, 2000).

Os dois brénquios principais, cada um suprindo um pulmao, derivam da traquéia.
Cada brénquio principal divide-se em brdnquios secundarios, estes por sua vez,

dividem-se em brdnquios terciarios ou segmentares. Os bronquios segmentares



continuam a se dividir sucessivamente em ramos menores, 0s bronquiolos. Cada
bronquiolo divide-se em varios bronquiolos terminais, estes se dividem em bronquiolos
respiratorios que se abrem em ductos alveolares originando os alvéolos (JACOB et al.,
1984; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; GUYTON e HALL, 2006).

Os pulmdes sao 6rgaos em forma de cone, esponjosos e divididos por fissuras. A
fissura obliqua e horizontal divide o pulm&o direito em lobos superior, médio e inferior.
Do lado esquerdo hd somente uma fissura obliqua, dividindo o pulm&o esquerdo em
lobos superior e inferior. Os brénquios principais e as artérias pulmonares entram de
cada lado do pulméo por uma fenda chamada hilo (JACOB et al., 1984; POWERS e
HOWLEY, 2000).

A circulacdo do sistema respiratorio € composta pela artéria pulmonar que é do
tipo elastica e contém sangue venoso a ser oxigenado pelos alvéolos pulmonares.
Dentro do pulmao esta artéria se ramifica, acompanhando a arvore brénquica e na
altura do ducto alveolar forma uma rede capilar cujos ramos entram em intimo contato
com o epitélio alveolar, sendo que desta rede capilar originam-se as vénulas que
correm pelos septos interlobulares. Apds sairem dos l6bulos, as veias contendo sangue
oxigenado acompanham a arvore bronquica, dirigindo-se para o hilo. Os vasos
nutridores compreendem as artérias e as veias bronquicas, que sdo menores do que as
artérias e veias pulmonares. Os ramos da artéria brédnquica também acompanham a
arvore brénquica, mas vado apenas até os bronquiolos respiratérios (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999). As pressoes na circulacéo pulmonar séo consideravelmente baixas,
de acordo com estas baixas pressdes, as paredes da artéria pulmonar e seus ramos
séo extraordinariamente finos e contém relativamente pouco musculo liso. Isto contrasta
com a circulacdo sistémica, onde as artérias geralmente tém paredes espessas e as
arteriolas, em particular abundante musculatura lisa (WEST, 1986; GUYTON e HALL,
2006).

O sistema respiratério possui duas principais funcdes: troca gasosa e funcgao
endocrina-metabolica. A funcdo de troca gasosa € primordial para a manutencdo da
respiracao celular e consequentemente da vida celular. Ele fornece ao individuo um
meio de repor o oxigénio (O;) e remover o didxido de carbono (CO;) do sangue. A troca

de O, e de CO; entre os pulmdes e 0 sangue ocorre em consequéncia da ventilacéo e



da difusdo (POWERS e HOWLEY, 2000). O pulmao também é caracterizado pela sua
funcdo enddcrino-metabdlica. O pulméo possui mais de 50 % da microcirculagdo do
organismo, onde o endotélio pulmonar ocupa uma superficie total de aproximadamente
70 m?. O endotélio pulmonar participa da conversdo da angiotensina | em angiotensina
Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Ao mesmo tempo produz um fator
vasoconstritor (angiotensina Il), a ECA endotelial pulmonar inativa um potente peptideo
vasodilatador, a bradicinina. Aproximadamente 80 % desse peptideo sdo degradados
em uma Unica passagem pelo pulméo, ndo alcancando o leito arterial sistémico. O
endotélio pulmonar também é capaz de remover e metabolizar certas aminas
endogenas, como serotonina e noradrenalina (ZANESCO e ANTUNES, 2005).

2.2 Epidemiologia da cirurgia pulmonar e sindrome da angustia respiratoria aguda
(SARA)

O transplante de pulméo é o procedimento mais indicado para o tratamento de
doencas pulmonares em estagios terminais, como no caso da hipertensao pulmonar, do
enfisema, da fibrose pulmonar entre outras. O primeiro transplante pulmonar realizado
com sucesso ocorreu em 1983, e desde entdo o numero de cirurgias aumentou durante
os ultimos anos (SUNDARESAN e PATTERSON, 1996). A Sociedade Internacional de
Transplantes de Coracdo e Pulmdo mostrou que os dois fatores de riscos mais
significativos para o desenvolvimento de complicacdes pds-operatérias ou de mortes
para individuos transplantados sdo: a idade do doador e o tempo de isquemia do 6rgao
(HOSENPUD et al., 2000). Além disso, a lesdo aguda de reperfusdo é outro fator
importante de morbidade na cirurgia cardiopulmonar, com impactos significantes nas
despesas e cuidados com a saude. Embora existam consideraveis avan¢os na area da
imunologia dos transplantes, a lesdo aguda de reperfusdo ou a resposta de re-implante
permanecem como fonte de consideravel morbidade (EPPINGER et al., 1997; CALVIN
et al., 2002).

Apesar da alta prevaléncia das complicacdes pds-operatorias de cirurgias
cardiopulmonares, o reconhecimento, o diagnostico e a geréncia destas variam muito, o
prognostico e uma terapéutica efetiva no curso dos eventos de disfuncdo pulmonar
associado com a cirurgia ainda necessita de avangos (WYNNE e BOTTI, 2004). Assim,



um dos quadros que acarretam maiores complicacdes apOs as cirurgias
cardiopulmonares é o0 processo de isquemia/reperfusdo, que induz a resposta
inflamatéria que por sua vez promovem a disfuncdo pulmonar. A disfuncéo respiratoria
mais grave é denominada sindrome da angustia respiratéria aguda (CALVIN et al.,
2002; ANDREJAITIENE et al., 2004).

A sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA) é descrita como um quadro
de lesdo pulmonar aguda, associada a um edema pulmonar agudo, ndo hidrostatico ou
ndo cardiogénico, acompanhado de uma hipoxemia severa, responsavel por altas taxas
de mortalidade, entre 10 e 90 %, dependendo do fator etiologico. Apesar da SARA ter
sido descrita ha mais de 30 anos, varias duvidas ainda persistem quanto a sua
definicdo, a fisiologia, patologia e o tratamento (ZAPOL e SNIDER, 1977; CREMONA,
DINH; HIGENBOTTAM, 1991; ANTONIAZZI, 1998). A SARA caracteriza-se por dano do
endotélio e epitélio pulmonar e, conseqientemente, com lesdo da membrana alvéolo-
capilar. Existem muitos mediadores que s&o imputados como causadores e
perpetuadores da sindrome, mas, em geral, sua patogénese consiste de duas vias: 0s
efeitos diretos da lesdo nas células pulmonares e uma resposta inflamatéria sistémica

aguda, que pode incluir componentes celulares e humorais.

2.3 Isquemia/reperfuséao

A isquemia, condi¢do de interrupcdo no suprimento de oxigénio e nutrientes para
uma determinada area, induz invariavelmente a disfuncéo tecidual, e dependendo do
grau de isquemia pode gerar a morte de tecidos. Os danos teciduais dependem das
caracteristicas do tecido envolvido, capacidade de recrutamento capilar na micro-
circulacdo, demanda metabdlica, estoques de oxigénio disponiveis, e a capacidade de
producdo de energia por metabolismo anaerdbio (GUTIERREZ, 1996; SCANNELL,
1996). A lesado por isquemia/reperfusdo pode ser definida como o dano que ocorre em
determinado tecido com a restauracao do fluxo sanguineo, apds o periodo de isquemia
(REILY; SCHILLER; BULKLEY, 1991). Evidéncias mostram que a les&o dos tecidos n&o
esta limitada somente a isquemia, mas que durante ou apds a reperfusdo o
comprometimento tecidual € também de grande relevancia clinica. A reperfusdo pode

lesar isoladamente o 6rgdo isquemiado, como ocorre na reperfusdo pulmonar e nos



transplantes de 6rgdos ou podem estender-se para outros 6rgaos, em funcdo de uma
resposta inflamatoria sistémica, na qual mediadores inflamatorios sdo produzidos e
liberados na circulagéo, alcancando diferentes 6rgdos (BECKER e AMBROSIO, 1987,
HORIGUCHI e HARADA, 1993). A lesdo de isquemia/reperfusdo pulmonar constitui
importante evento fisiolégico e patolégico comum a diversas situacdes na pratica
clinica. Seus efeitos locais e sistémicos podem ser estudados em condi¢cdes que
envolvem o transplante pulmonar, cirurgia cardiotoracica, oclusdo da artéria pulmonar,
tromboembolismo pulmonar, pneumotoérax total e derrame pleural volumoso (ESME ET
al., 2006).

A isquemia pulmonar ocorrida como resultado da oclusdo da artéria pulmonar
seguida de reperfusdo esta associado a infiltracdo de neutrofilos nos pulmdes, leséo
endotelial dos microvasos (BISHOP; CHI; CHENEY, 1987; OVERAND et al., 1989) e
edema pulmonar (OVERAND et al.,, 1989). A resposta celular envolve neutrofilos,
macrofagos/mondcitos e linfocitos, os quais tém um papel importante no processo que
inclui a adesdo, a quimiotaxia e ativacdo destes leucdcitos (FROSTELL et al., 1993;
ANTONIAZZI, 1998; WAN e YIM, 1999). Essa interacdo intercelular é feita por
moléculas de adesdo (adesinas, integrinas e selectinas), presentes nas células
endoteliais e inflamatodrias (ALBELDA e BUCK, 1990). As espécies reativas de oxigénio
derivadas dos neutréfilos também podem levar ao dano tecidual e vascular através da
aderéncia de neutréfilos polimorfonucleares nas células endoteliais (HOGG, 1987;
HORGAN; WRIGHT; MALKI, 1990).

Os eventos envolvidos na resposta inflamatéria sistémica incluem alteracdes
plasméticas, como ativacdo do sistema complemento, coagulagao/fibrindlise e cininas,
aumento dos mediadores pro-inflamatorios (citocinas como fator de necrose tumoral a
(TNF-qa), interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), mediadores
lipidicos oxidantes, proteases, 6xido nitrico e neuropeptideo) e inducdo de sintese
protéica. Esses fatores sdo considerados responsaveis pela injuria celular e alteracdes
no surfactante (importante substancia que atua na reducédo da tensdo superficial dos
liguidos que revestem o interior dos alvéolos e demais vias respiratorias), com disturbio

da relac&o ventilacao/perfusao, resultando em hipoxemia (MOORE et al., 1987).



Comumente, a isquemia/reperfusdo corresponde a andxia-reoxigenacao nos
orgaos transplantados. Contudo, os pulmdes sdo considerados diferentes, pois contém
oxigénio nos alvéolos durante a preservacdo da isquemia. Por isso, nos pulmdes, o
estresse oxidativo resultante da isquemia deve ser distinguido daquele resultante de
outros 6rgaos (FISHER et al., 1991; ECKENHOFF et al., 1992; DATE et al., 1993; de
PERROT et al., 2003).

2.4 Citocinas e isquemia/reperfusao

As citocinas compreendem um grande numero de glicoproteinas de baixo peso
molecular, que atuam na intercomunicacao celular. Podem ser produzidas por qualquer
célula do corpo com excegdo dos eritrocitos, e estdo relacionadas a estimulacdo e
supressao dos eventos da resposta imune, desencadeando e coordenando a resposta
inflamatoria (HAMBLIN, 1993).

A resposta inflamatéria que pode levar a disfungéo e faléncia de um determinado
orgdo é um dos maiores problemas apds a ocorréncia de lesdes em diferentes
condicbes como na sepse, queimaduras graves, pancreatite aguda, choque
hemorragico, trauma e transplantes (BHATHIA e MOOCHHALA, 2004). Sabe-se que as
citocinas proé-inflamatorias desempenham um papel importante na lesdo de
isquemia/reperfusdo do coracdo, rim, intestino delgado, pele e figado, mas pouco se
sabe sobre o papel delas na lesdao de isquemia/reperfusdo dos pulmdes
(KRISHNADASAN et al., 2003).

Deve ser ressaltado que, uma importante citocina liberada durante o processo de
isquemia/reperfusdo ¢ o TNF-a (KHINMENKO et al., 1998). Essa citocina possui um
efeito citotdxico direto, no endotélio estimula a produgcédo de outras citocinas como as
interleucinas. Essas substancias interagem com as células endoteliais, aumentando a
atividade pro-coagulante e a producdo do inibidor do plasminogénio, facilitando a
coagulacdo e promovendo a ativacdo de neutrofilos, mondcitos e linfocitos que, por sua
vez, liberam anions superdxido e outras espécies reativas de oxigénio que participam
no processo de lesdo do tecido endotelial (ERTEL et al., 1991). Estudos evidenciam

que o TNF-a altera a seletividade da barreira endotelial, aumenta a resistancia vascular



e produz edema pulmonar em modelos experimentais (HOCKING et al., 1990; KOGA et
al., 1995).

Outra interleucina  importante na resposta inflamatoria ligada a
isquemia/reperfusao é a IL-1, caracterizada também como pré-inflamatéria, esta ligada
a ativacao de neutrdfilos e induz a ligacdo das moléculas de adesao aos leucdcitos e ao
endotélio. A IL-1B induz a cicloxigenase (COX-2) e a expressdo da sintase do 6xido
nitrico induzivel (iNOS). Ela também eleva a expressédo de outras citocinas tais como
TNF-a, IL-6 e as moléculas de adesdo (OKUSAWA; GELFAND; IKEJIMA, 1988;
PUTENSEN e WRIGGE, 2000). A cicloxigenase € uma importante enzima presente nas
membranas celulares que produz os prostandides a partir do acido araquidénico, pode
ser dividia em dois subtipos COX-1 e COX-2, mais especificamente, a COX-2 esta
associada a resposta inflamatéria e producdo de importantes mediadores como as
citocinas (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). A IL-6 possui importante papel na
resposta inflamatéria aguda e é produzida por diferentes tipos de células como os
mondacitos, fibroblastos e células endoteliais sendo os principais estimulos para a
producdo de IL-6, os lipopolissacarideos bacterianos (LPS), IL-1 e o TNF-a.
Inicialmente acreditava-se que a IL-6 possuia apenas papel pro-inflamatério, mas
recentes estudos sugerem também papel anti-inflamatorio, sendo muito importante para
o retorno da homeostasia apés o processo inflamatério.

Concentragdes plasméticas elevadas de IL-6 tém sido constatadas em diversas
condi¢cbes nas quais a homeostasia do sistema estd comprometida ou ameacada tais
como sepse ou multiplos traumas (HACK; AARDEN; THIJS, 1997; GIANNOUDIS et al.,
1998). O papel da IL-6 no transplante pulmonar ainda ndo esta muito bem estabelecido
e existem resultados conflitantes. No entanto, niveis elevados de IL-6 foram
constatados na lesdo das vias respiratérias e tecido pulmonar apds estimulos
inflamatdérios, mas a relevancia funcional desses achados ainda nédo esta clara (RIZZO
et al., 2000; TENG et al., 2004).

2.5 Endotélio vascular e 6xido nitrico
Atualmente sabe-se que as células endoteliais sdo responsaveis pela sintese,

pelo metabolismo e pela liberacdo de grande variedade de mediadores que regulam o



tbnus vascular, a permeabilidade vascular, 0 metabolismo de substancias enddégenas e
exdgenas, e a atividade plaquetéaria e leucocitaria (ZANESCO e ANTUNES, 2005). As
substancias produzidas pelo endotélio podem ser divididas entre agentes
vasodilatadores como: prostaciclina (PGly), 6xido nitrico (NO) e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) e agentes vasoconstritores como: endotelinas,
prostaglandina H, (PGH,), tromboxano A, (TXA;) e as espécies reativas de oxigénio
(EROs).

Dentre esta variedade de substancias, o NO merece atencdo especial devido ao
seu papel no mecanismo de vasodilatacdo. Enzimas conhecidas como sintases do NO
(NOS), as quais sao divididas em dois grandes grupos isoformas constitutivas (cNOS:
eNOS-endotelial e nNOS-neuronal) e isoforma indizivel (INOS), sdo capazes de
catalisar a oxidagdo do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da L-arginina
formando NO e L-citrulina. Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula
geradora para a célula alvo, onde interage com o grupamento heme da guanilato
ciclase soluvel (GCs) estimulando sua atividade catalitica, levando a formacdo de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que por sua vez, diminui os niveis intracelular
de célcio Ca** (Figura 2). Os mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz a
vasodilatac&do incluem inibicdo da geracdo do inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), aumento do
sequestro de Ca?®" citosélico, desfosforilacdo da cadeia leve de miosina, inibicdo do
influxo de Ca*, ativacdo de proteina quinase, estimulacdo da Ca®" ATPase de
membrana e abertura de canais de K* (IGNARRO, 1987).

Ambas, eNOS e nNOS, sdo estimuladas por uma cascata bioquimica que
envolve a participacdo de ions Ca?* e a calmodulina, e liberam o NO por curtos
periodos de tempo. A INOS é ativada por determinados estimulos patologicos, tais
como LPS e citocinas, incluindo a IL-1 e TNF-a. Esta isoforma pode ser expressa em
uma grande variedade de tipos celulares incluindo macroéfagos, linfocitos, neutrofilos,
eosindfilos, células de Kupffer, células endoteliais, hepatdcitos e células epiteliais. E
ativada independentemente do complexo Ca®* calmodulina, e libera grandes
guantidades de NO por periodos de tempo relativamente longos (MONCADA et al.,
1991).
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Figura 2 — Mecanismo de a¢do do 6xido nitrico e relaxamento do musculo liso vascular
(adaptado VANHOUTE, 2003).

As células endoteliais sdo altamente sensiveis a estimulos quimicos advindos de
agonistas como a acetilcolina, bradicinina e histamina, e por estimulos fisicos.

As forcas fisicas resultante da variagdo do fluxo sanguineo (forca de
cisalhamento) que é um dos mais importantes estimulos para a célula endotelial
produzir NO e EDHF que levam a vasodilatacdo. O aumento na forca de cisalhamento
estimula mecanossensores presentes nas células endoteliais que podem ser as
proteinas G, os canais idnicos, as jun¢des intercelulares, as integrinas ou os lipideos de
membrana que captam as alteracdes de tensdo sobre a parede celular e convertem os
estimulos mecéanicos em estimulos quimicos para a ativacao da eNOS independente de

Ca?'. A capacidade das células endoteliais de perceber e responder &s mudancas no



fluxo sanguineo é fator essencial na regulacdo do tono vascular, e envolve a ativagao
de fatores de crescimento celular, promovendo o remodelamento da parede arterial e a
manutencdo da integridade do endotélio (FISHER et al., 2001; HIGASHI E YOSHIZUMI,
2004; KOJDA E HAMBRECHT, 2005).

2.6 Contracdo do musculo liso vascular

Analogamente ao que acontece em outros tipos de células musculares, nas
células musculares lisas o processo de contracdo € resultado do deslizamento dos
filamentos de actina sobre os filamentos de miosina. Nas células musculares em geral,
um evento muito importante para o estabelecimento da contragdo € o aumento da
concentracdo do célcio citoplasmatico. O Ca** utilizado para ativacdo do aparelho
contratil entra no compartimento citoplasméatico durante periodos de despolarizacdo de
membrana, estimulo mecanico ou estimulo quimico por agonista. A fonte desse ion
pode ser tanto o meio extracelular quanto de compartimentos intracelulares, em
especial o reticulo sarcoplasmatico (VASCONCELOS e CARVALHO, 2005). O Ca?'
presente no citosol liga-se & proteina calmodulina, formando o complexo Ca?*-
calmodulina que ir4 ativar a enzima miosina quinase, responsavel por fosforilar o sitio
ativo da cadeia leve de miosina, fazendo com que esta proteina ligue-se aos filamentos
de actina promovendo a contragdo muscular (GUYTON E HALL, 1996). Os agonistas
contrateis ligam-se aos receptores acoplados a proteina G estimulando a fosfolipase C
gue cataliza a formacao de segundos mensageiros como o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
e o diacilglicerol (DG). O IP3 liga-se aos seus receptores localizados no reticulo
sarcoplasmatico liberando Ca*" para o citosol. A molécula de DG ativa a proteina
qguinase C que por sua vez fosforila proteinas ligadas ao canal para calcio do tipo L na
membrana celular, favorecendo o influxo de Ca** para o citosol (Figura 3). A contracdo
€ inativada pela enzima miosina fosfatase que inibe a ligacdo entre a miosina e a actina
(WEBB, 2003). Apds um evento excitatdrio, o relaxamento e a homeostase do Ca?* sdo
obtidos por sua recaptacdo pelos compartimentos estoques intracelulares e por sua
extrusao para meio o extracelular (VASCONCELOS e CARVALHO, 2005).



Figura 3 — Mecanismo de contracdo do musculo liso vascular (adaptado WEBB, 2003).

2.7 Espécies reativas de oxigénio

Diversos autores tém demonstrado direta associacdo entre o aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diversas patologias humanas,
entre elas o diabetes mellitus, cancer, acidente vascular cerebral, infarto do miocardio,
aterosclerose, sindrome da isquemia/reperfusdo, artrite reumatdide e no proprio
envelhecimento (HALIWELL; GUTTERIDGE; CROSS,1992; ASHARAF e ZHAI, 1995;
FREDERIKS; KOOJI; BOSCH, 1995; GARCIA-VALDECASAS et al., 1995;
OREDSSON; PLATE; QVARFORDT, 1995). Além disso, as EROs tém importante
papel na sindrome da angustia respiratéria adulta e na lesdo pulmonar e vascular apos

0 processo de isquemia/reperfusdo pulmonar (JURMANN et al., 1990). Particularmente,



os neutréfilos aderidos ao endotélio vascular pulmonar durante isquemia/reperfuséo
pulmonar participam do dano tecidual através da producdo de espécies reativas de
oxigénio (DOWNEY, 1990; RUSSELL e JACKSON, 1994; NOVICK et el.,, 1996;
LENNON et al., 2004).

O estresse oxidativo envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio por
diferentes células do organismo, como as células endoteliais, a célula muscular lisa, as
células da camada adventicia, células do sistema imunoldgico, entre outras
(GRIENDLING et al., 2000). As EROs sao formadas por atividade enzimatica intra e
extracelular , sendo a xantina oxidase, o citocromo P450, a via da cicloxigenase, a
eNOS desacopladora e a NADPH oxidase, as principais enzimas envolvidas neste
processo. A NADPH oxidase é a principal enzima formadora de anion superoxido (O3)
que possui grande citotoxidade e estd envolvida na génese de processos patoldgicos
como hipertenséo arterial, diabetes mellitus e aterosclerose (FORTUNO et al., 2005). A
NADPH oxidase é uma enzima envolvendo diversas subunidades como a p22°" e
gp91P"X pa7P"X  pE7P"% pa0P"* e uma pequena guanosina-trifosfato (GTP)-ligada
proteina Rac (BAYRAKTUTAN; BLAYNEY; SHAN, 2000).

A enzima eNOS desacoplada também pode ser uma importante fonte de O, e
esta producdo ocorre quando a biodisponibilidade de L-arginina ou de (6R)-5,6,7,8-
tetraidrobiopterina (BH4), substratos para a formacdo de NO, apresentam-se em
concentracdes reduzidas (SHINOZAKI et al., 1999). A reacdo do O, com o NO
produzido pela célula endotelial reduz a biodisponibilidade deste agente dando origem a
uma molécula altamente instavel, o peroxinitrito (OONQ), capaz de oxidar proteinas,
lipidios e &cidos nucléicos provocando danos celulares através da ativagdo do fator
nuclear kappa B, fatores de crescimento, e de citocinas, que por sua vez desencadeiam
alteracOes estruturais e funcionais como o remodelamento vascular, aumento da
deposicdo de proteinas da matriz extracelular, aumento do processo inflamatorio e da
permeabilidade endotelial nos tecidos envolvidos (BECKMAN e KOPPENOL, 1996).

2.8 Exercicio fisico

O exercicio fisico € uma atividade realizada com repeticbes sistematicas de

movimentos orientados, com consequiente aumento no consumo de oxigénio devido a



solicitagcdo muscular. O exercicio fisico provoca uma série de respostas fisiolégicas nos
sistemas corporais e, em especial no sistema cardiovascular com o objetivo de manter
o equilibrio celular em face ao aumento das demandas metabdlicas e do consumo de
energia (MCARDLE; KATCH; KATCH, 1998). Sabe-se que 0 exercicio fisico aerébio de
moderada intensidade, realizado continuamente, promove efeitos benéficos tanto na
prevencdo quanto no tratamento das doencas cardiovasculares, e sua pratica regular
tém sido recomendada por diferentes associacfes de saude do mundo (MORRIS et al.,
1980; SISCOVICK et al., 1984; HULL et al., 1994). Seus beneficios também tém sido
demonstrados na prevencdo e tratamento da hipertensdo arterial, diabetes,
dislipidemia, obesidade e osteoporose. Sendo assim, a inatividade fisica e o baixo nivel
de condicionamento sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento dessas
doencas (BROWN et al., 2003; CIOLAC e GUIMARAES, 2004).

Sabe-se que o exercicio fisico aumenta o fluxo sangliineo pulsétil e a pressao
gue o sangue exerce sobre a parede vascular e a forca de cisalhamento sob as células
endoteliais sdo estimulos poderosos para a geracdo de NO no sistema vascular. Assim,
um dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular esta estreitamente relacionado a
sua capacidade de estimular a sintese de NO pelas células endoteliais (DELP et al.,
1993; WANG et al., 1993; SESSA et al., 1994; SHEN et al., 1994; WOODMAN et al.,
1997, KINGWELL, 2000). Outra modificacdo vascular provocada pelo exercicio fisico
esta relacionada a expressao e a atividade de enzimas pré e anti-oxidantes. Dentre as
enzimas antioxidantes presentes no tecido vascular, temos a catalase, a glutationa
peroxidade e mais trés tipos de superdoxido dismutase (SOD), sendo a SOD-1
dependente de Cu/Zn, presente no ndcleo e no citosol, a SOD-2 dependente de Mn,
presente na mitocondria e a SOD-3 dependente de Cu/Zn, presente na matriz
extracelular. Destas enzimas, a SOD-1 Cu/Zn é a mais sensivel a for¢a de cisalhamento
provocado pelo exercicio fisico (RUSH et al., 2003).

No entanto, o papel do exercicio como protetor das doengas inflamatorias, e
mais especificamente das doencas pulmonares é ainda controverso. A resposta das
citocinas ao exercicio agudo difere daquela vista nas infeccdes graves. Nota-se que as
classicas citocinas proé-inflamatorias, TNF-a e IL-13, em geral ndo se elevam com o

exercicio, indicando que a cascata de citocinas induzidas pelo exercicio difere da



cascata induzida pelas infeccbes (PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000;
PEDERSEN; STEENSBERG; SCHJERLING, 2001; FEBBRAIO e PEDERSEN, 2002;
SUZUKI et al., 2002). Sabe-se que o exercicio fisico promove a formacao de IL-6 pela
musculatura esquelética, e que o treinamento fisico regular induz up-regulation do
RNAm para IL-6. Esta elevagdo da producdo de IL-6 no musculo esquelético, pelo
exercicio fisico, esta diretamente relacionada a inibicdo da formacao de TNF-a e parece
exercer papel protetor contra as infec¢des. Outra citocina anti-inflamatoéria que tém seus
niveis elevados pela pratica de exercicio fisico € a interleucina 10 (IL-10), a qual inibe a
producdo de TNF-a, IL-1a e IL-1B. Esses dados mostram que o exercicio regular
desempenha importante papel anti-inflamatério (MOORE et al., 1993; PRETOLANI,
1999; PETERSEN e PEDERSEN, 2005).

Muitos estudos demonstraram fortes evidéncias que o exercicio fisico possuli
efeitos benéficos tanto na prevencédo quanto na reabilitacdo de inUmeras doencas, no
entanto os efeitos crénicos do treinamento fisico nas complicacdes pulmonares apés o

processo de isquemia/reperfusdo ndo sao conhecidos.



3. JUSTIFICATIVA

O sistema respiratorio desempenha papel fundamental na homeostasia do
organismo, tanto em repouso, quanto em condicdes de exercicio (FRANKLIN;
SEYMOR; TIMMIS, 1991). E responsavel pelas trocas gasosas, fornecendo assim O,
aos tecidos e removendo o CO, (POWERS e HOWLEY, 2000). Além disso, as células
endoteliais presentes nos vasos dos pulmdes, tém importante papel na sintese e
degradacdo de diversas substancias presentes no sangue, como a angiotensina e a
bradicinina respectivamente (ZANESCO e ANTUNES, 2005).

Embora o avanco tecnologico associado aos novos conhecimentos cientificos
tem proporcionado melhora na prevengdo e/ou tratamento das complicacbes
cardiorespiratérias advindas de cirurgias cardiotoracicas e procedimentos envolvendo
IR, os riscos destes procedimentos ainda permanecem altos e medidas profilaticas na
tentativa de reduzir o aparecimento das complicacdes pos-cirdrgicas devem ser
investigadas. Sabe-se que o processo de IR induz a resposta inflamatoria local e
sistémica, podendo levar a disfuncdo pulmonar sendo a sindrome da angustia
respiratdria aguda considerada a disfuncdo mais grave.

O exercicio fisico regular, preferencialmente o aerébio, tem sido recomendado na
terapéutica nado farmacoldégica da prevencdo e/ou tratamento das doencas
cardiovasculares, entre outras. No entanto, ainda ndo estéa claro, se os efeitos crénicos
do treinamento fisico realizado previamente podem atenuar as complicacfes locais e
sistémicas relacionadas ao processo de isquemia/reperfusdo pulmonar. Portanto
estudos sdo necessarios para esclarecer quais sao os fatores que estariam envolvidos
na génese da lesdo pulmonar, e 0os mecanismos envolvidos na reatividade vascular

associada a esse processo.



4. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi:

Avaliar o efeito do treinamento fisico por 8 semanas na reatividade vascular de
artérias mesentérica e pulmonar de ratos Wistar submetidos ao processo de
isquemia/reperfuséo pulmonar.

Os objetivos especificos foram:

1. Avaliacdo da resposta relaxante e contratil de anéis de artéria mesentérica e
pulmonar de ratos submetidos ao processo de isquemia/reperfusdo pulmonar e
previamente treinados por 8 semanas de exercicio aerobio em esteira, atraves
de:

V' Curvas concentraco-resposta ao agonista acetilcolina na presenca e na
auséncia de endotélio;

Y Curvas concentragdo-resposta ao agonista histamina na presenca e na
auséncia de endotélio;

V' Curvas concentragéo-resposta ao doador de 6xido nitrico, nitroprussiato
de sddio, na presenca e na auséncia de endotélio;

Y Curvas concentragdo-resposta ao agonista a-adrenérgico, fenilefrina, na
presenca de endotélio;

V' Curvas concentragéo-resposta ao analogo do tromboxano A, U46649, na
presenca de endotélio;

2. Avaliacdo dos niveis de nitrato e nitrito, atividade da superéxido dismutase e
interleucina 6 no plasma,;

3. Avaliacdo do extravasamento de proteinas plasmaticas e do infiltrado de
neutrofilos nos pulmdoes;

4. Avaliacdo da expressao de proteinas utilizando a técnica de Western-blotting:

\ Expressdo da isoforma da sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS),
neuronal (nNOS) e induzivel (INOS);

\  Expressdo da Cu/Zn superdxido dismutase (SOD-1);

V' Expressao da sub-unidade citosélica da NADPH oxidase (p47°">):

\  Expresséo da interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF- a).



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais
Ratos Wistar machos (200 — 220 g) foram fornecidos pela Universidade Estadual
Paulista (Campus de Botucatu) e foram mantidos no Biotério de Manutencdo do
Departamento de Educacdo Fisica. Os animais foram mantidos em caixas coletivas
com cinco animais em cada.
Os animais foram divididos em cinco grupos:
V' Controle sedentéario (C/SD): ratos sedentarios.
V' Controle treinado (C/TR): ratos submetidos ao programa de treinamento
fisico.
\ Falso operado sedentario (SHAM/SD): ratos sedentarios e submetidos
apenas ao procedimento cirdrgico.
\ Isquemia/reperfusédo sedentério (IR/SD): ratos sedentérios e submetidos
ao procedimento de isquemia/reperfusédo pulmonar.
\V  Isquemia/reperfusdo treinado (IR/TR): ratos submetidos ao programa de
treinamento fisico e ao procedimento de isquemia/reperfusdo pulmonar.
Todos o0s animais tiveram livre acesso a agua e racdo comercial (Purina,
Campinas, Brasil) e foram mantidos em ciclos de claro/escuro normal (12/12 h).
O procotolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia -
CEAA-IB-UNICAMP.

5.2 Programa de treinamento fisico

O treinamento realizado foi o de corrida em esteira ergométrica, com baias
individuais, com as seguintes dimensodes: 0,70 m de largura, 0,45 m de altura e 1,35 m
de comprimento. Sendo que na primeira semana de estudo, 0s animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo a esteira que consistia em manter os animais
na esteira variando a velocidade em 0,3 no primeiro dia até 0,6 km/h no quinto dia da

semana. Progressdes de tempo na duragdo das sessdOes também foram realizadas até



gue 0s animais conseguissem permanecer correndo por 60 minutos. Somente 0s
animais adaptados ao exercicio em esteira foram usados para o estudo.

O treinamento fisico foi iniciado com uma velocidade de 0,6 Km/h na primeira
sessdo, aumentando progressivamente até atingir a velocidade final de 1,2 Km/h
correspondente a maxima fase estavel de lactato (PRIVIERO et al., 2004; MANCHADO
et al., 2005). O programa teve duragdo de 8 semanas de treinamento em esteira, 5 dias
por semana, com duracdo de 60 minutos por sessao durante o periodo da manha.

Ao término do periodo total de treinamento, os animais foram mantidos em
repouso por um periodo de 48 horas, e jejum de 12 horas, quando entdo foram

submetidos ao protocolo de isquemia/reperfuséo e sacrificio.

5.3 Isquemia/ reperfusdo pulmonar

Os ratos foram anestesiados com 1,2 g/kg de uretana intraperitonial e em
seguida, os animais foram traqueostomizados com catéter 21G e artificialmente
ventilados (Inter3 Ventilador Intermed, Sdo Paulo, SP, Brasil) com oxigénio a 60%,
freqiéncia de 80 movimentos respiratérios/minuto, pressao final de expiracdo positiva
de 2 cm H,0, e o0 pico maximo de pressdo foi mantido a menos de 10 cm H,0O
(FARIVAR et al., 2004). A veia femoral foi canulada e o controle de hidratacdo dos ratos
foi mantido através de infusdo de solucdo salina 0,9 %, no volume de 3 ml/hora.
Atropina (0,4 mg) foi dissolvida em solugéo salina e administra intramuscular nos
animais. Apdés toracotomia anterolateral esquerda no 5° espaco intercostal todos os
animais receberam heparina (50 Ul) dissolvida em solucdo de salina (volume total de
500 pL) via endovenosa femoral (EPPINGER et al., 1997). Apenas os ratos utilizados
na analise de extravasamento de proteina receberam injecdo de albumina bovina
marcada com 1'® (IPEN CNEN/USP, Sdo Paulo, SP, Brasil) por via endovenosa
peniana (BRAIN e WILLIAMS, 1985). O pulméo esquerdo foi imobilizado evitando-se
traumas. A artéria pulmonar esquerda, o bronquio e a veia pulmonar foram ocluidos
com um clamp microvascular durante 90 minutos. Apos esse tempo, o clamp foi
removido e o pulmé&o reperfundido por 120 minutos (EPPINGER et al., 1997; MUSSI et

al., 2008). Os animais foram mantidos sobre uma manta térmica e o controle da



temperatura retal e dorsal (entre o dorso do animal e a manta térmica) foi verificado

periodicamente e mantido a 37 °C.

5.4 Peso corporal, medida de pressao arterial sistdlica e medida de glicose
sanguinea

O peso corporal foi mensurado antes do inicio do protocolo experimental e
semanalmente até o final do programa de treinamento. A pressao arterial sistolica dos
animais foi medida ao final do protocolo experimental usando o método indireto de tail-
cuff modificado (ZATZ, 1990). A glicose sanguinea de jejum dos animais foi medida ao
final do protocolo experimental utiizando uma gota de sangue caudal e os valores
foram mensurados por fitas reativas de teste (Advantage Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil)
e monitor digital de glicemia (Advantage Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil) seguindo as

instrugdes do fabricante.

5.5 Obtencdo das amostras de plasma e dos tecidos de artéria mesentérica e
pulmonar

Apoés o periodo de isquemia/reperfusdo uma incisdo longitudinal foi feita no
abddémen do animal para coleta de amostra de sangue arterial (7 ml), obtida do ramo
descendente da artéria aorta. As amostras de sangue foram centrifugadas por 15
minutos a 3000 rotagBes/minuto para obtenc&o do plasma e congelados em freezer -70
°C para posteriores andlises. Em seguida, os animais foram sacrificados, o térax e o
abdomem foram abertos e as artérias, mesentérica superior e pulmonar principal e
direita, foram removidas cuidadosamente e banhadas em solucéo preparada de Krebs
contendo (mM): NaCl- 118; NaHCOj;- 25; glicose- 5,6; KCI- 4,7; KH,PO,- 1,2;
MgSO,.7H,0- 1,17 e CaCl,.2H,0- 2,5.

5.6 Curva concentragcdo-resposta em anéis de artéria mesentérica e pulmonar

Da artéria mesentérica superior e da artéria pulmonar principal e direita foram
retirados os tecidos aderentes e foram cortadas em 2 a 4 anéis de aproximadamente 2
mm de comprimento. Os anéis foram suspensos entre dois ganchos de metal e

mantidos em 10 ml da solucéo de Krebs, aquecida a 37 °C, pH 7,4 e areada com 95 %



de O, e 5 % de CO,. As artérias foram suspensas a uma tenséo de 10 mN (1 g = 10
mN), e periodicamente ajustadas até que ocorresse a estabilizacdo de tensdo da
mesma. Para o protocolo experimental de artéria mesentérica e pulmonar sem
endotélio, o mesmo foi removido mecanicamente através de esfregaco com fio cirdrgico
antes de serem suspensos. As alteracdes de tensdo do tecido foram medidas usando-
se transdutores isométricos (UgoBasile, Varese, Itdlia), e registradas em sistema
PowerLab 400™ de aquisicdo de dados (Software versdo 4,2, AD Instruments, MA,
EUA).

Apbés o periodo de 1 hora de estabilizacdo, as artérias mesentérica e pulmonar
foram contraidas com KCI (80 mM). Os anéis foram também submetidas ao teste de
verificacdo de endotélio, sendo pré-contraidas com fenilefrina (PHE; 1 e 10 pM,
respectivamente) e estimuladas com acetilcolina (ACh; 1 pM), os anéis que
apresentaram relaxamento foram utilizados no protocolo com endotélio. Apenas o0s
anéis que nao apresentaram resposta relaxante ao teste foram utilizadas no protocolo
experimental sem endotélio.

Curvas cumulativas concentracdo-resposta aos agonistas vasodilatadores
acetilcolina (ACh; 10 nM — 100 uM) e histamina (HIST; 10nM — 100uM em anel de
artéria mesentérica, e 100 nM — 1 mM em anel de artéria pulmonar) foram obtidas na
presenca e na auséncia de endotélio. O relaxamento foi plotado como porcentagem da
contracdo induzida por PHE (1 yM) para artéria mesentérica e PHE (10 yM) para artéria
pulmonar.

Foram também realizadas curvas concentracdo-resposta ao vasodilatador que
atua diretamente no musculo liso vascular, nitroprussiato de sodio (SNP; 100 pM — 1
MM em artéria mesentérica e 100 pM — 3 uyM em artéria pulmonar), na presenca e
auséncia de endotélio. Os anéis foram pré-contraidos com PHE.

Os efeitos contrateis do agonista a-adrenérgico, PHE (1 nM — 10 uM) e do
anélogo do tromboxano A, U46619 (1 nM — 1 yM) foram também avaliados, em ambas
as preparacdes apenas na presenca de endotélio. A contracdo foi plotada como
porcentagem da contracdo induzida pelo KCI 80 mM.

As curvas concentracao-resposta foram obtidas através do aumento cumulativo

das concentracdes do agonista em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas



(VAN ROSSUM, 1963). Os dados obtidos das curvas concentracao-resposta foram
avaliados através da equacgdo descrita abaixo:
E = Emax/{ [1 + (10°/10)"] +®}

Onde E representa o efeito do agonista na resposta tecidual, Emax representa a
resposta maxima que o agonista produziu; ¢ representa o logaritimo da ECsg, definida
como a concentracdo do agonista que produz metade da resposta maxima; X
representa o logaritimo das concentracdes do agonista, o termo exponencial n é o
coeficiente angular ou inclinacdo, parametro que define o tipo de curva concentracao-
resposta obtida; por fim o simbolo ® representa a resposta observada na auséncia do
agonista. A andlise de regressado ndo linear para determinar os parametros: Emax, log
ECso e n foram determinados utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad

Software, San Diego, CA, EUA) com o valor basal ® = zero.

5.7 Medida de edema pulmonar

O extravasamento de proteinas plasméticas pulmonar foi utilizado para avaliar o
edema pulmonar em fungéo do actmulo local de albumina bovina marcada com I'*
(HSA-I'®; 25 ugCilkg), sendo previamente administrada. Apdés o periodo de
isquemia/reperfusdo, uma amostra de plasma foi coletada desses animais e o pulméo
esquerdo e direito foram, removidos e a radioatividade presente nas amostras de
plasma e tecido quantificadas em contador gama. O edema formado foi expresso como

volume de plasma extravasado em funcédo da contagem obtida em 1 ml de plasma.

5.8 Determinacgéo do infiltrado de neutrofilos nos pulmbées

A atividade de mieloperoxidase (MPQO) foi utilizada para determinacdo do
infiltrado de neutrdfilos no tecido pulmonar. Amostras do pulméao esquerdo e direito dos
animais foram coletadas, pesadas e mantidas em tubos teste na presenca de tampéo
fosfato (50 mM, pH 6,0 contendo 0,5 % de HTAB). Cada amostra foi homogeneizada
durante 15 segundos, e aliquotas de 1 ml do homogenato foram centrifugadas durante
2 minutos a 14000 rota¢des/minuto. Os sobrenadantes obtidos foram submetidos a
andlise da atividade da MPO. Em placa de 96 pocos, 10 pl de sobrenadante foram

adicionados a 200 pl de solucdo de dicloreto de o-dianisidina (0,167 mg/dl, preparada



em tampao fosfato de potassio 50 mM contendo 0,005 % de H,0,). As alteracdes nos
valores de absorbancia a 460 nm foram registrados em intervalos de 30 segundos
durante 10 minutos. Os resultados foram expressos como unidade de MPO (UMPO) por
mg de tecido. Uma UMPO foi considerada como a quantidade de enzima que degrada 1
MM de peréxido/minuto (BRADLEY et al., 1982).

5.9 Nitrato e nitrito (NOy), atividade da superoxido dismutase (SOD) e interleucina
6 (IL-6)

Amostras de plasma foram utilizadas para determinacdo da producédo enddgena
de NO por meio da quantificagcdo dos anions nitrato (NO3’) e nitrito (NOy), produtos
terminais da oxidacdo do NO pelo método ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA). As amostras foram ultra filtradas por meio de microfiltros (Microcon Centrifugal
Filter Units, 10 kDa; Millipore, Bedford, MA, USA). Apds o processo de filtragem as
concentracdes de NOyx foram determinadas e os resultados expressos em pM.

Foram também utilizadas amostras de plasma para a determinacdo da atividade
da SOD pelo método de ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, EUA). Este ensaio
mede a atividade dos trés tipos de SOD (Cu/Zn, Mn e Fe-SOD) e os resultados obtidos
sdo expressos em U/ml, onde uma unidade de SOD é definida como a quantidade de
enzima necessaria para a dismutacdo de 50 % dos radicais superoxido formados pela
adicdo da xantina oxidase a amostra.

A verificagdo da concentracao de IL-6 plasmética foi feita pelo método de ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), através de placa preparada com anticorpo
especifico para IL-6. Os resultados sdo apresentados em pg/ml.

Todos os métodos foram realizados utilizando-se kit comercial seguindo as

instrugcdes do fabricante.

5.10 Deteccdo da eNOS, nNOS, iNOS, Cu/zZn SOD-1, p47°"* TNF-a e IL-6 pelo
meétodo de Western-blotting

As artérias mesentérica superior e pulmonar principal e direita foram congeladas
a -70 °C, e posteriormente homogeneizadas (homogeneizador de vidro) em tampé&o de

Ripa (Upstate, Temecula, CA, EUA). O homogenato foi centrifugado e o sobrenadante



recolhido. Aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para a determinacdo da
concentracdo de proteina (Pierce BCA Protein Assay kit, Rockford, IL, EUA), e entdo a
quantidade necesséria para aplicar 50 ou 35 pg de proteina no gel de acrilamida foi
calculada para cada amostra. Em seguida, foi preparado o gel em um sistema Mini-
Protean (BioRad, Hercules, CA, EUA) com concentracao de acrilamida de 7,5 % para

deteccdo das expressdes de eNOS, nNOS, iINOS e p47Ph™

(com 50 ug de proteina).
Outro gel com concentracdo de 12 % foi preparado para deteccdo da Cu/Zn SOD-1,

TNF-a e IL-6 (com 35 ug de proteina).

As aliquotas do homogenato foram diluidas em solucdo de Laemmli (BioRad,
Hercules, CA, EUA) contendo 3-mercaptoetanol, e mantidas a 99 °C durante 5 minutos.
Em seguida, estas amostras foram aplicadas no gel com SDS (Lauril Sulfato Sédico)-
poliacrilamida (SDS-PAGE) e submetidas a eletroforese em gel em um sistema Mini-
Protean II (Eletrophoresis Cell, BioRad, Hercules, CA, EUA) contendo a solucdo de
corrida (Tris- 24 mM; Glicina- 192 mM; SDS- 0,10 %) durante aproximadamente 3
horas, a uma corrente constante de 90 Volts (Power Pac 200, BioRad, Hercules, CA,
EUA). Junto com as amostras foi aplicado no gel, um padrdo de proteinas marcadoras
de peso molecular (BioRad, Hercules, CA, EUA). Estes marcadores foram utilizados
para comprovar a transferéncia das proteinas do gel para a membrana, e além disso,
estes marcadores auxiliaram na localizacdo das proteinas de interesse na membrana.
No mesmo gel também foram aplicadas amostras de células endoteliais, cérebro de
rato ou figado-LPS de rato como controle positivo para eNOS, nNOS/ SOD-1 e
p47°"/TNF-a/iNOS, respectivamente.

Apoés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
polivinil difluorida (PVDF Hybond, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA),
previamente ativada, durante 20 segundos, com metanol. Para a transferéncia, o gel, a
membrana e o papel Whatman foram colocados em um sistema de sandwich e imersos
em uma cuba (Mini-Protean I, Modulo de Transferéncia, BioRad, Hercules, CA, EUA)
contendo a solucéao de transferéncia (Tris- 25 mM; Glicina- 190 mM; SDS- 0,05 % e
Metanol- 20 %). O sistema foi submetido a uma corrente de 230 mA (Power Pac 200,
BioRad, Hercules, CA, EUA), durante 18 horas.



A transferéncia foi confirmada através da coloracdo do gel com Azul de
Croomassie, onde se observou a auséncia de bandas no gel. As proteinas das
membranas foram fixadas e coradas com &cido acético 1 %, por 5 minutos, e coradas
com Ponceau- 0,1 %; acido acético 1% durante 20 minutos. A descolororagdo das
membranas foi feita com uma sequéncia de lavagens iniciada com acido acético 1%,
seguida por agua e finalizando com o TBS-T (TrisHCI- 20 mM, NaCl- 0,5 mM e Tween
20- 0,1 %). Todo este processo confirma a boa transferéncia das proteinas para o gel,
além proporcionar a fixagdo destas proteinas na membrana. As membranas foram
entdo incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente e sob agitacdo com uma
solucdo bloqueante para eNOS, nNOS, INOS, Cu/Zn SOD-1, TNF-a e IL-6 (leite
desnatado- 5 %, TrisHCI- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %) para o bloqueio da
membrana para expresséao da p47°" foi utlizado a solugéo (albumina- 5 %, TrisHCI- 10
mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %).

Para a detecgcdo das proteinas de interesse, as membranas foram incubadas
durante 15 horas com anticorpo primario monoclonal para eNOS, nNOS e iNOS (BD
Biosciense, San Jose, CA EUA), Cu/Zn SOD-1 (Sigma-Aldrish CO, Saint Louis, MO,
EUA), p47°"% (Upstate, New York, NY, EUA), TNF-a (Biolegend, San Diego, CA EUA)
e IL-6 (Abcam, Cambridge, MA, EUA) a temperatura de 4 °C e sob agitacdo. Utilizando
as seguintes diluicdes eNOS, nNOS, iNOS e Cu/Zn SOD-1 (1:1000), p47°"* (1:2000),
TNF-a (1pg/ml) e IL-6 (1:1500) em solucdo de bloqueio para eNOS, nNOS, iNOS,
Cu/Zn SOD-1, TNF-a e IL-6 (leite desnatado- 5 %, TrisHCI- 10 mM, NaCl- 100 mM e
Tween 20- 0,1 %) para o bloqueio da membrana para expressdo da p47°"* foi utlizado
a solucao (albumina- 5 %, TrisHCI- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %). Em
seguida, as membranas foram lavadas 6 vezes de 15 minutos com solugéo de lavagem
(TrisHCI- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %), sob agitacdo. Posteriormente,
estas membranas foram incubadas com anticorpos secundarios: Imunoglobulina 1gG
Anti-camundongo unida a peroxidase de rabano (BioRad, Hercules, CA, EUA) em uma
diluicdo de 1:1500 para deteccdo da eNOS, nNOS, INOS e Cu/Zzn SOD-1,
Imunoglobulina 1IgG Anti-coelho unida a peroxidase de rabano (KPL, Maryland, DC,
EUA) em diluicdo 1:4000 para deteccdo da p47°" e IL-6 e Imunoglobulina IgG Anti-

hamister unida a peroxidase de rdbano (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,



EUA) em diluicdo 1:6000 para deteccdo do TNF-a. Os anticorpos secundérios foram
diluidos em solucdo bloqueante respectivamente e incubados por 90 minutos, a
temperatura ambiente e sob agitacdo. Ao final, 0 excesso dos anticorpos secundarios
foram lavados em 4 lavagens sucessivas de 15 minutos cada. As proteinas de interesse
foram detectadas por uma reacdo de quimioluminescéncia utilizando um sistema de
deteccdo (ECL Plus, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). A seguir, as
membranas foram colocadas em contato com um filme fotografico (Hyperfilm,
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), e as bandas impregnadas foram

posteriormente reveladas.

Apés deteccdo da expressdo das diferentes proteinas de interesse, as
membranas foram incubadas com solucdo para limpeza (TrisHCI- 62,5 mM, SDS-2 %,
B-Mercaptoetanol- 100 mM) por 40 minutos a 50 °C e lavadas por duas vezes com TBS-
T por 30 minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada com a solucéo bloqueante
(leite desnatado- 5 %, TrisHCI- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %) e todo o
protocolo de incubacédo foi repetido com anticorpo primario para deteccdo a-actina
(Sigma-Aldrish CO, Saint Louis, MO, EUA) em diluicdo 1:10000 e anticorpo secundario
IgG Anti-camundongo unida a peroxidase de rdbano (BioRad, Hercules, CA, EUA) em
diluicdo 1:10000. A expressao da o-actina foi medida para normalizacdo da expresséo

das proteinas quantificadas.

As bandas das proteinas separadas pela técnica de Western-blotting foram
quantificadas mediante andlise densitométrica. Para tal, os filmes com as bandas
protéicas impregnadas foram gravados por um scanner e para analise e quantificacdo
das bandas foi utilizada o programa de andlise de imagens Scion Image for Windows
(Scion Corporate, Frederick, MD, EUA).

5.11 Anédlise estatistica

Os valores experimentais foram expressos como média + S.E.M. de n
experimentos indicados em cada caso. Analise de variancia (ANOVA) seguida de pos-
teste de Bonferroni foi empregado para avaliar diferencas entre 0s grupos

experimentais. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.



6. RESULTADOS

6.1 Peso corporal, presséo arterial sistolica e glicose sanguinea

O peso corporal inicial foi similar em todos os grupos estudados (218 + 3 Q).
Ap6s 8 semanas de treinamento em esteira, 0 ganho de peso corporal foi
significativamente menor nos grupos treinados (C/TR: 367 £ 7 e IR/TR: 357 £ 6 Q)
quando comparados com o0s animais dos grupos sedentarios (C/SD: 414 + 5,
SHAM/SD: 412 + 5 e IR/SD: 410 £ 8 g), aproximadamente 12 % de reducéo.

Nenhuma alteracdo foi constatada nos valores de presséo arterial sistolica final
dos grupos sedentarios (C/SD: 102,2 + 4,2; SHAM/SD: 101,6 + 5,9 e IR/SD: 103,3 + 5,6
mmHg) e treinados (C/TR: 96,2 + 3,7 e IR/TR: 93,3 £ 12,0 mmHg). De maneira similar
nenhuma alteracdo foi constatada para a glicose sanguinea de jejum entre 0s grupos
ao final do estudo (C/SD: 92,6 + 2,5; SHAM/SD: 89,7 £ 3,1 e IR/SD: 95,5 = 2,9 mg/dl) e
treinados (C/TR: 90 + 4,4 e IR/TR = TR: 90,3 £ 0,7 mg/dl).



6.2 Nitrato e nitrito (NOy)

Os valores de nitrato e nitrito (NOy) plasmético foram consideravelmente
aumentados nos grupos que sofreram isquemia/reperfusdo pulmonar (IR/SD: 71,9 £ 8 e
IR/TR: 64,1 + 8 yM) quando comparados com os demais grupos (C/SD: 30,8 + 2.2,
SHAM/SD: 37,3 + 3,4 e C/TR: 30,3 £ 2,5 uM), aproximadamente 110 % de aumento. O

treinamento fisico per se, ndo alterou a (NOy). Os dados estéo ilustrados na Figura 4.

C/SD C/TR SHAM/SD IR/SD IRITR
GRUPOS

Figura 4 - Valores plasmaticos de nitrato e nitrito (NOx uM) de animais dos grupos
controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado sedentario
(SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusdo treinados
(IR/TR).

Os dados séo expressos como média + SEM, n=5 — 8 animais por grupo.

* p<0,05 comparados ao grupo C/SD, C/TR e SHAM/SD.



6.3 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Os valores da atividade plasmatica da SOD ndo foram modificados pelo
treinamento fisico (C/SD: 6,5 + 0,7, C/TR: 5,6 £ 0,2 e SHAM/SD: 7,7 + 0,6 U/ml). No
entanto, apresentaram-se consideravelmente aumentados nos grupos submetidos a
isquemia/reperfusdo pulmonar (IR/SD: 9,0 + 0,6 e IR/TR: 9,5 + 0,5 U/ml) quando
comparados aos seus respectivos grupos controle, aproximadamente 40% (IR/SD x
C/SD) e 70 % (IR/TR x C/TR). Os dados estéao ilustrados na Figura 5.

*
10 A *

SOD (U/ml)
(6)]

C/sD C/TR SHAM/SD IR/SD IRITR
GRUPOS

Figura 5 - Valores da atividade plasmatica da superéxido dismutase (SOD U/ml) de
animais dos grupos controle sedentéario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado
sedentéario (SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusdo
treinados (IR/TR).

Os dados séo expressos como média £+ SEM, n= 6 — 9 animais por grupo.

*, p<0,05 comparados aos grupos C/SD e C/TR.



6.4 Interleucina 6 (IL-6)

A concentracdo plasmatica de IL-6 ndo foi alterada pelo treinamento fisico (C/SD:
172,1 + 47,7 e C/TR: 239,6 + 23,7 pg/ml). No entanto foi significativamente aumentada
nos animais submetidos a falsa cirurgia (SHAM/SD: 877,0 + 115,2) quando comparado
aos grupos controles (C/SD e C/TR), cerca de 330 % de aumento. Os valores de IL-6
foram também consideravelmente aumentados nos animais que sofreram 0 processo
de isquemia/reperfusdo pulmonar (IR/SD: 1783,7 + 318,4 e IR/TR: 1554,1 + 229,8)
quando comparados aos grupos C/SD, C/TR e SHAM/SD, aproximadamente 870 %,

570 % e 90 % respectivamente. Os dados estéo ilustrados na Figura 6.
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Figura 6 - Valores plasmaticos de interleucina 6 (IL-6 pg/ml) de animais dos grupos
controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado sedentario
(SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusdo treinados
(IR/TR).

Os dados séo expressos como meédia + SEM, n= 3 — 7 animais por grupo.

* p<0,05 comparados aos grupos C/SD e C/TR.

# p<0,05 comparados ao grupo SHAM/SD.

No grupo C/SD, de 9 amostras analisadas, 6 nao foram detectadas pelo kit e no
grupo C/TR, de 9 amostras analisadas, 5 ndo foram detectadas, tendo assim valores
menores 62,5 pg/ml. Apenas as amostras detectadas foram utilizadas para o calculo da
média + SEM.



6.5 Edema pulmonar e infiltrado de neutréfilos nos pulmdes

Os valores de extravasamento de proteina plasmatica e a concentracdo de
infiltrado de neutrofilos nos pulmdes (UMPO) ndo foram alterados pelo programa de
treinamento fisico. No entanto, ambos pardmetros apresentaram marcante elevacdo em
seus niveis nos animais submetidos a isquemia/reperfusdo pulmonar. Estas alteracdes
foram observadas tanto na andlise individual do pulmdo (edema pulmonar: tabela 1,
figura 7- painel A e UMPO: tabela 2, figura 8- painel A) quando na andlise conjunta dos
pulmdes (edema pulmonar: tabela 1, figura 7- painel B e UMPO: tabela 2, figura 8-
painel B). O treinamento fisico ndo foi capaz de reverter estas alteracfes advindas do

processo de isquemia/reperfusdo pulmonar.

Tabela 1 - Valores de extravasamento de proteina plasmatica (uL) de animais dos
grupos controle sedentéario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado sedentario
(SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusdo treinados
(IR/TR).

Valores de extravasamento de proteinas plasmaticas

ML
PULMAO PULMAO TOTAL
ESQUERDO DIREITO
C/SD 74,0+ 3,6 64,1+1,4 69,1+23
C/TR 60,7+ 7,0 84,8+5,1 72,7+6,0
SHAM/SD 65,6 + 4,8 773+7,8 71,4 + 4,7
IR/SD 178,0 £ 26,2* 1284+ 12,4* 151,0 + 14,4*
IR/TR 144,4 + 14,6* 117,8+6,7* 129,8 + 7,9*

Os dados séo expressos como meédia = SEM, n=5 — 10 animais por grupo.
* p<0,05 comparados ao grupo C/SD, C/TR, SHAM/SD.
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Figura 7 - Valores de extravasamento de proteina plasmatica (UL) de animais dos
grupos controle sedentéario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado sedentario
(SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusdo treinados
(IR/TR).

Os dados séo expressos como meédia + SEM, n=5 — 10 animais por grupo.

*, p<0,05 comparados ao grupo C/SD, C/TR, SHAM/SD.



Tabela 2 - Valores da atividade de mieloperoxidase pulmonar (UMPO/mg tecido
pulmonar) de animais dos grupos controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR),
falso operado sedentario (SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e
isquemia/reperfusdo treinados (IR/TR).

Valores de infiltrado de neutrofilos nos pulmdes

UMPO
PULMAO PULMAO TOTAL
ESQUERDO DIREITO
CISD 18,0+ 0,4 17,4+ 1,3 17,1+0,7
C/TR 14,1+1.8 16,7+1,8 15,4+ 1,3
SHAM/SD 21,0+3,1 20,8+ 3,0 209+2,1
IR/SD 36,9 + 8,1* 545+58% 46,5+5,4*
IR/TR 34,1 + 3,0* 59,0 +4,1* 47,7 + 4,6

Os dados séo expressos como media + SEM, n=5 — 10 animais por grupo.
*, p<0,05 comparados ao grupo C/SD, C/TR, SHAM/SD.
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Figura 8 - Valores da atividade da mieloperoxidase pulmonar (UMPO/mg tecido
pulmonar) de animais dos grupos controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR),
falso operado sedentario (SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e
isquemia/reperfusao treinados (IR/TR).

Os dados séo expressos como media + SEM, n=5 — 10 animais por grupo.

*, p<0,05 comparados ao grupo C/SD, C/TR, SHAM/SD.



6.6 Curvas concentracdo-resposta em anéis de artéria mesentérica

Os agonistas ACh (10 nM — 100 uM) e HIST (10 nM — 100 pyM) produziram
relaxamento concentracdo dependente em anéis de artéria mesentérica com endotélio.
Reducao significativa no valor de poténcia a ACh foi constatada no grupo submetido a
isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD), quando comparado ao grupo C/TR e IR/TR
(aproximadamente 2,0 vezes, P<0,05). Sendo o treinamento fisico por 8 semanas
capaz de prevenir essa diminuicdo. Nao foram constatadas diferencas nos valores de
resposta maxima a ACh (Tabela 3, Figura 9 painel A). Nenhuma diferenca foi observada
nos valores de poténcia e resposta maxima a HIST em todos os grupos estudados
(Tabela 3, Figura 9 painel B). Os valores de poténcia e resposta maxima ao doador de
oxido nitrico, SNP (100 pM — 1 uyM) ndo foram alterados em todos 0s grupos
experimentais (Tabela 3, Figura 9 painel C).

A resposta de relaxamento induzida pelos agonistas ACh e HIST foram abolidas
em anéis de artéria mesentérica com endotélio removido. Nao foram observadas
alteracBes nos valores de poténcia e resposta maxima para ambos os agonistas (Figura
9 painel D e E). Como esperado, a resposta relaxante induzida pelo SNP nao foi
afetada pela remocdo do endotélio, produzindo assim relaxamento concentragdo
dependente em anéis de artéria mesentérica. Nenhuma alteragdo nos valores de
poténcia e resposta maxima ao SNP foi observada nos grupos estudados (Tabela 3,
Figura 9 painel F).

PHE (1 nM - 10 pM) e U46619 (1 nM — 1 yM) produziram contracao dependente
da concentracdo em anéis de artéria mesentérica com endotélio intacto. Os valores de
poténcia a PHE foram significativamente reduzidos em anéis de artéria mesentérica do
grupo submetido a isquemia/reperfusdo IR/SD quando comparados ao grupo C/SD
(aproximadamente 2,2 vezes, p<0,05). Por outro lado, o treinamento fisico reverteu
essa reducdo. Nao foram observadas diferencas nos valores de resposta maxima ao
agonista a-adrenérgico (Tabela 3, Figura 10 painel A). Nenhuma alteracdo foi
observada nos valores de poténcia e respostas maximas ao U46619 para todos os

grupos experimentais (Tabela 3, Figura 10 painel B).



Tabela 3 — Valores de poténcia (pECsp) obtidas a partir de curvas concentracao-
resposta a acetilcolina (ACh), a histamina (HIST), ao nitroprussiato de sédio (SNP), a
fenilefrina (PHE) e ao analogo do tromboxano A, (U46619) em anéis de artéria
mesentérica na presenca (E+) e na auséncia (E-) de endotélio de ratos dos grupos
controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado sedentario
(SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusdo treinados

(IRITR).

Artéria Mesentérica

ACh HIST SNP SNP PHE U46619

(E+) (E+) (E+) (E-) (E+) (E+)
C/SD 7,14+0,03 5,40+0,08 830+0,03 8,48+0,03 7,18+0,05 7,24+0,06
C/TR 7,33+0,07 536+010 8,27+0,06 829+0,05 7,18+0,04 7,28+0,03
SHAM/SD 7,10+0,14 533+0,05 8,27+0,03 851+£0,06 7,03+0,04 7,09+0,19
IR/SD 7,04+0,04* 530+0,06 8,32+0,07 844+0,03 6,84+0,05" 7,12+0,04
IRITR 725+0,04 526+009 8,27+0,06 8,41+0,08 7,13+0,06 7,29+0,05

Valores de poténcia s&o representados como —log da concentragdo do agonista
necessaria para produzir 50 % da resposta maxima.
Os dados séo expressos como meédia = SEM, n= 7-11 animais por grupo.
* p<0,05 comparado ao grupo C/TR e IR/TR.
# p<0,05 comparado aos grupos C/SD, C/TR e IR/TR.
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Figura 9 — Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh, painel A e D), histamina
(HIST, painel B e E) e nitroprussiato de soédio (SNP, painel C e F) em anéis de artéria
mesentérica na presenca (esquerda) e na auséncia (direita) de endotélio de ratos dos
grupos experimentais: controle sedentario (m: C/SD), controle treinado (®: C/TR), falso
operado sedentario (A: SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (o: IR/SD) e
isquemia/reperfusdo treinados (O: IR/TR). Respostas maximas estdo inseridas na
figura. Os dados estdo expressos como média £+ SEM, n=7 — 11 animais por grupo.
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Figura 10 — Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina (PHE, painel A) e ao analogo
do tronboxano A, (U46619, painel B) em anéis de artéria mesentérica na presenca de
endotélio de ratos dos grupos experimentais: controle sedentario (m: C/SD), controle
treinado (@®: C/TR), falso operado sedentario (A: SHAM/SD), isquemia/reperfusao
sedentario (o: IR/SD) e isquemia/reperfusao treinados (O: IR/TR). Respostas maximas
estdo inseridas na figura. Os dados estdo expressos como média £+ SEM, n=7 — 11
animais por grupo.



6.7 Curvas concentragdo-resposta em anéis de artéria pulmonar

Os agonistas ACh (10 nM — 100 uyM) e HIST (100 nM — 1 mM) produziram
relaxamento concentracdo dependente em anéis de artéria pulmonar. No entanto, ndo
houve alteragBes nos valores de poténcia e resposta maximas para ambos 0s agonistas
(Tabela 4, Figura 11 painel A e B). Por outro lado, os valores de poténcia ao doador de
oxido nitrico, SNP (100 pM — 3 pM) foram significativamente diminuidos nos anéis de
artéria pulmonar do grupo IR/SD quando comparado aos grupos treinados C/TR e
IR/TR (aproximadamente 2,4 vezes, p<0,05). Nenhuma alteracdo foi observada nos
valores de respostas maximas (Tabela 4, Figura 11 painel C).

A resposta de relaxamento induzida pelos agonistas ACh e HIST foram abolidas
em aneis de artéria pulmonar com endotélio removido. N&o foram observadas
alteracdes nos valores de poténcia e resposta maxima para ambos 0s agonistas (Figura
11 painel D e E). Como esperado, a resposta relaxante induzida pelo SNP nao foi
afetada pela remocdo do endotélio, produzindo assim relaxamento concentracao
dependente em anéis de artéria pulmonar. Foi observada diminuicdo significativa no
valor de poténcia ao SNP do grupo IR/SD quando comparado aos grupos treinado C/TR
e IR/TR (aproximadamente 2,7 vezes, p<0,05). Nenhuma alteragcéo foi observada nos
valores de respostas maximas ao SNP (Tabela 4, Figura 11 painel F).

Os agentes contrateis PHE (1 nM — 10 uM) e U46619 (1 nM — 1 uM) produziram
contracdo dependente de concentragcdo em anéis de artéria pulmonar. Os valores de
poténcia a PHE foram significativamente reduzidos nos anéis de artéria pulmonar do
grupo IR/SD e essa reducéo ndo foi modificada pelo treinamento fisico no grupo IR/TR
(aproximadamente 3,0 vezes e 4,0 vezes respectivamente, p<0,05), quando
comparados aos demais grupos C/SD, C/TR e SHAM/SD. N&o foram observadas
diferencas nos valores de resposta maxima ao agonista a-adrenérgico (Tabela 4, Figura
12 painel A). Nenhuma alterag&o foi observada nos valores de poténcia ou de resposta

maxima ao U46619 para todos os grupos (Tabela 4, Figura 12 painel B).



Tabela 4 — Valores de poténcia (pECsp) obtidas a partir de curvas concentracao-
resposta a acetilcolina (ACh), a histamina (HIST), ao nitroprussiato de sédio (SNP), a
fenilefrina (PHE) e ao analogo do tromboxano A, (U46619) em anéis de artéria
pulmonar na presenca (E+) e na auséncia (E-) de endotélio de ratos dos grupos
experimentais: controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR), falso operado
sedentario (SHAM/SD), isquemia/reperfusédo sedentario (IR/SD) e isquemia/reperfusao
treinados (IR/TR).

Artéria Pulmonar

C/SD

C/TR

SHAM/SD

IR/SD

IRITR

ACh
(E+)
6,74 + 0,05
6,85+ 0,09
6,76 + 0,12

6,79 £ 0,08

6,95+ 0,04

HIST
(E+)
5,08 + 0,09
5,06 + 0,07
5,27 +0,11

5,25+ 0,07

5,06 + 0,06

SNP
(E+)
8,08 + 0,04
8,27 + 0,09
8,08 + 0,06

7,89 + 0,03*

8,26 £ 0,08

SNP PHE
(E-) (E+)
8,04+0,04 7,34+0,05
8,35+ 0,06 7,25+0,06
8,03+0,05 7,28+0,11
7,92+0,04* 6,77 +0,05"

8,19+0,05 6,63+ 0,04"

U46619
(E+)
7,28+0,05
7,22+0,05
7,13 +0,08

7,05+ 0,09

7,13 +0,04

Valores de poténcia sao representados como

-log da concentragdo do agonista
necessaria para produzir 50 % da resposta maxima.

Os dados séo expressos como meédia + SEM, n=5 — 9 animais por grupo.
* p<0,05 comparado ao grupo C/TR e IR/TR.
# p<0,05 comparado ao grupos C/SD, C/TR e SHAM/SD.
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Figura 11 — Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (ACh, painel A e D), histamina
(HIST, painel B e E) e nitroprussiato de sodio (SNP, painel C e F) em anéis de artéria
pulmonar na presenca (esquerda) e na auséncia (direita) de endotélio de ratos dos
grupos experimentais: controle sedentario (m: C/SD), controle treinado (®: C/TR), falso
operado sedentario (A: SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (o: IR/SD) e
isquemia/reperfusdo treinados (O: IR/TR). Respostas maximas estdo inseridas na
figura. Os dados estdo expressos como média + SEM, n= 7 — 11 animais por grupo.
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Figura 12 — Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina (PHE, painel A) e ao analogo
do tromboxano A, (U46619, painel B) em anéis de artéria pulmonar de ratos dos grupos
experimentais: controle sedentario (m: C/SD), controle treinado (@: C/TR), falso operado
sedentario (A: SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (o IR/SD) e
isquemia/reperfusdo treinados (O: IR/TR). Respostas maximas estdo inseridas na
figura. Os dados estdo expressos como média + SEM, n=5 — 9 animais por grupo.



6.8 Expressdes da nNOS, Cu/Zn SOD-1 e p47°"°* em artéria mesentérica

A expressdo da isoforma neuronal da sintase do oxido nitrico, nNOS, foi
determinada em artéria mesentérica. Tanto o treinamento fisico como o processo de
isquemia/reperfusdo pulmonar ndo modificaram a expressdo da nNOS na artéria
mesentérica (Figura 13, painel A). A expressao da enzima antioxidante Cu/Zn SOD-1 e
da sub-unidade citolésica da NADPH p47P"* oxidante foram quantificadas. De maneira
similar, nenhuma diferenca foi encontrada na expressao dessas enzimas entre 0s
grupos estudados (Figura 13, painel B Cu/Zn SOD-1 e painel C p47°"®). Resultados
confidveis da quantificacdo da expressédo para eNOS, INOS TNF-a e IL-6 em artéria

mesentérica ndo foram obtidos.
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Figura 13 — Expressdo da nNOS (A), Cu/Zn SOD-1 (B) e da p47°" (C) em artéria
mesenteérica de ratos dos grupos controle sedentario (C/SD), controle treinado (C/TR),
falso operado sedentario (SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentario (IR/SD) e
isquemia/reperfuséo treinados (IR/TR). Pesos moleculares foram inseridos na figura. Os
dados sao mostrados como média + SEM, n= 4 — 5 animais por grupo.



6.9 Expressdes da eNOS, nNOS, Cu/Zn SOD-1, p47"" e TNF-a em artéria
pulmonar

A expressao da isoforma endotelial e neuronal da sintase do oxido nitrico, eNOS
e nNOS, respectivamente, foram determinadas em artéria pulmonar. Tanto o
treinamento fisico como o processo de isquemia/reperfusao pulmonar nao alteraram a
expressao dessas enzimas (Figura 14, painel A eNOS e painel B nNOS). A expresséao
da enzima antioxidante Cu/Zn SOD-1 e da sub-unidade citolésica da NADPH p47°P"*
oxidante foram quantificadas e de maneira similar nenhuma diferenca foi encontrada
em todos os grupos experimentais (Figura 14, painel C Cu/Zn SOD-1 e painel D
p47phox)l

Por outro lado, foi verificado aumento da expressdo de TNF-a em artéria
pulmonar dos animais submetidos ao processo de isquemia/reperfusdo pulmonar
(IR/SD e I/TR) quando comparados aos demais grupos experimentais (C/SD, C/TR e
SHAM/SD). O treinamento fisico ndo reverteu esse aumento (Figura 14, painel E).
Resultados confidveis da quantificacdo da expressdo para INOS e IL-6 em artéria

pulmonar nao foram obtidos.
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Figura 14 — Expressdo da eNOS (A), nNOS (B), Cu/Zn SOD-1 (C), da p47°"* (D) e do
TNF-a (E) em artéria pulmonar de ratos dos grupos controle sedentéario (C/SD), controle
treinado (C/TR), falso operado sedentario (SHAM/SD), isquemia/reperfusdo sedentério
(IR/SD) e isquemial/reperfusao treinados (IR/TR). Pesos moleculares foram inseridos na
figura. Os dados sdo mostrados como média + SEM, n= 5 — 6 animais por grupo.



7. SUMARIO DOS RESULTADOS

Diminuicéo de 12% do peso corporal nos grupos C/TR e IR/TR,;

Aumento nos valores plasmaticos de NO,’, SOD e IL-6 nos grupos IR/SD
e IR/TR;

Aumento nos valores de extravasamento de proteinas plasmaticas e
infiltrado de neutrdlfilos nos pulmdes nos grupos IR/SD e IR/TR;

ARTERIA MESENTERICA

Diminuicdo da poténcia a ACh em anéis de artéria mesentérica com
endotélio no grupo IR/SD;

Diminuicdo da poténcia & PHE em anéis de artéria mesentérica com
endotélio no grupo IR/SD;

ARTERIA PULMONAR

Diminuicdo da poténcia ao SNP em anéis de artéria pulmonar com
endotélio no grupo IR/SD;

Diminuicdo da poténcia a PHE em anéis de artéria pulmonar com
endotélio nos grupos IR/SD e IR/TR;

Aumento da expressao do TNF-a em artéria pulmonar nos grupos IR/SD e
IR/TR.



8. DISCUSSAO

O presente trabalho mostra que o treinamento fisico previne as alteracdes de
sensibilidade aos agonistas acetilcolina e fenilefrina em artéria mesentérica induzida
pelo processo de isquemia/reperfusdo pulmonar. Por outro lado, o treinamento fisico
nao foi eficaz em atenuar as modificacdes observadas para o agonista fenilefrina em
artéria pulmonar.

O estilo de vida saudavel esta associado a pratica regular de exercicio fisico, e
evidéncias mostram que sujeitos fisicamente ativos possuem maior longevidade e
reducdo na taxa de morbidade e mortalidade. O exercicio fisico regular promove efeitos
benéficos a saude prevenindo ou reduzindo efeitos deletérios de diversas doencas
como hipertenséo arterial, doenga arterial coronariana, aterosclerose, diabetes mellitus,
osteoporose, doenca de Parkinson e Alzheimer (KINGWELL, 2000; DELBIN; MORAES;
ZANESCO, 2004; PRIVIERO et al., 2004). Os beneficios da pratica regular de exercicio
fisico também estdo associados ao controle do peso corporal (DONNELLY et al., 2004).

Nosso estudo mostrou diminuicdo significativa do peso corporal dos grupos
treinados quando comparados aos grupos sedentarios, mostrando a eficacia do
treinamento fisico empregado. Estes dados confirmam estudos anteriores em nosso
laboratério que também demonstraram diminuicdo do peso corporal de grupos
submetidos ao treinamento quando comparados aos grupos experimentais sedentarios
(PRIVIERO et al., 2004; CLAUDINO et al., 2007; MORAES et al., 2008).

Em relagcéo a presséo arterial sistdlica, trabalhos prévios mostram que a reducao
da presséo arterial ap0s o exercicio crénico € maior em individuos hipertensos do que
em normotensos, tanto para humanos quanto em animais de laboratério (DUNCAN et
al., 1985; KENNEY e SEALS, 1993; KOKKINOS e PAPADEMETRIOU, 2000; LASH,
1998; FAGARD, 2006; NUNES et al., 2006). Como esperado, nenhuma alteragdo em
relacdo a pressao arterial sistolica final foi verificada em nosso protocolo experimental
guando comparamos 0s grupos treinados e sedentarios, confirmando assim estudos
anteriores.

Dados experimentais relacionados a glicemia sanguinea mostram que o

exercicio fisico € um componente essencial no tratamento do diabetes mellitus, e



estudos recentes constataram que o exercicio fisico aerdbio e de resisténcia sao
capazes de reduzir os valores de glicemia sanguinea em diabéticos. No entanto essas
alteracOes ndo sao constatadas em sujeitos normais ou saudaveis, tanto em animais de
laboratério quanto em humanos (WU; YANG; LI, 2000; CONG e CHEN, 2001;
OBERBACH et al., 2006; COLBERG, 2007; SIGAL, et al.,2007). Nenhuma alteracdo em
relacdo a glicemia sanguinea final foi verificada em nosso protocolo experimental
guando comparamos 0S grupos treinados e sedentarios, confirmando assim estudos
anteriores (TANCREDE; ROUSSEAU-MIGNERON; NADEAU, 1982; GOODYEAR et al.,
1988; SIGAL, et al.,2007; ).

Embora o sistema inflamatorio participe na lesdo de reperfusdo pulmonar, o
tempo e o envolvimento exato em que cada um dos componentes humorais e celulares
promovem estes danos ndo estdo bem esclarecidos. Participam desse processo,
diversas células e citocinas inflamatoérias. Os neutréfilos séo conhecidos como uma das
principais células responsaveis na resposta inflamatoria, sendo reconhecidos como
componentes criticos da cascata inflamatéria. Varios modelos experimentais
demonstraram ativacdo neutrofilica em tecidos pés-isquémicos. Observou-se que a
isquemia provoca aumento significativo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
neutrofilica, que € exacerbada pela reperfusdo tecidual (KUROSE e GRANGER, 1994,
ZIMMERMAN e GRANGER, 1994). Assim, a medida de MPO é uma medida indireta da
infiltragc@o de neutrofilos. Nosso estudo constatou aumento significativo na atividade da
MPO em ambos o0s pulmdes, esquerdo e direito, apds o processo de
isquemia/reperfusdo pulmonar indicando assim elevacao na infiltracdo de neutréfilos no
tecido pulmonar. Dados anteriores de nosso grupo mostraram que o treinamento fisico
ndo modifica a elevacdo da atividade da MPO (MUSSI et al., 2008).

Outro fator importante na lesdo de isquemia/reperfusdo é o extravasamento de
proteinas que esta diretamente relacionado ao aumento da permeabilidade vascular
levando ao edema. O edema por sua vez dificulta a utilizacdo de oxigénio pelas células
aumentando a distancia entre a mitocondria e o capilar (SCHUMACKER e SANSEL,
1989). Nossos resultados mostram aumento significativo do extravasamento de
proteinas plasmaticas nos pulmdes dos grupos submetidos a isquemia/reperfusdo

caracterizando a gravidade do quadro de isquemia/reperfusdo. Por outro lado, o



treinamento fisico ndo foi capaz de modificar estas alteracées, demonstrando apenas
uma tendéncia a reducdo do extravasamento. Estudo anterior de nosso grupo também
verificou aumento do extravasamento de proteinas em modelos experimentais de
isquemia/reperfusdo pulmonar, mas diferentemente dos nossos resultados, o
treinamento fisico foi eficaz em atenuar a formacéo do edema (MUSSI et al., 2008). A
raz&o para isso ndo é clara para nés, neste momento.

A génese da resposta inflamatoéria pulmonar envolve a producdo de citocinas
advindas da membrana celular tanto dos capilares quanto dos alvéolos (BHATHIA e
MOOCHHALA, 2004). Posteriormente, as citocinas TNF-a e IL-1p, produzidas pelos
macrofagos alveolares, e a migracdo de neutrofilos exacerbam o processo inflamatorio
(MAXEY et al., 2004; NAIDU et al., 2004). A elevacédo dessas citocinas pro-inflamatérias
estdo relacionadas ao aumento da permeabilidade capilar pulmonar e edema pulmonar,
indicando que estas citocinas sao importantes mediadores da resposta inflamatéria nos
estagios iniciais da lesdo de isquemia/reperfusao pulmonar (NG et al., 2006). Estudos
mostram aumento nas concentracdes destas duas citocinas ap0s 0 processo de
isquemia/reperfusdo pulmonar (PALACE et al., 1993; KHIMENKO et al.,1998;
KRISHNADASAN et al., 2003; MUSSI et al., 2008). Em nosso estudo a medida da
expressao protéica de TNF-a em artéria pulmonar foi significativamente aumentada nos
animais submetidos ao processo de isquemia/reperfusdo, e o0 treinamento nao
modificou essa elevacao. A resposta na producdo de citocinas frente ao exercicio fisico
se difere da resposta inflamatoéria encontrada nas situacfes de IR, em geral as citocinas
classicas como TNF-a e IL-18 ndo se elevam ao exercicio fisico e tipicamente a
primeira citocina elevada e encontrada na circulagdo em resposta ao exercicio fisico é a
IL-6, indicando uma diferenca na cascata de liberacdo (PETERSEN e PEDERSEN,
2005).

O papel da IL-6 no transplante pulmonar e nas lesdes de isquemia/reperfusao
pulmonar ainda ndo esta esclarecido. Aumento nos niveis de IL-6 em vias aéreas e
tecido pulmonar lesionado apos estimulo inflamatorio e também em condigBes de sepse
e traumas foram encontrados em varios trabalhos (HACK et al., 1997; GIANNOUDIS et
al., 1998; RIZZO et al., 2000; TENG et al., 2004). Por outro lado, estudo realizado por

FARIVAR et al. (2006) constatou que a administracdo de IL-6 previamente ao processo



de isquemia/reperfusdo pulmonar promovia acdo protetora a varios parametros de
les&o tecidual pulmonar, e estava associado a reducédo da secrecao de mediadores pro-
inflamatérios. Em nosso estudo, os niveis de IL-6 foram significativamente aumentados
no grupo SHAM/SD e este aumento foi exarcebado nos grupos submetidos a
isquemia/reperfuséo IR/SD e IR/TR, demonstrando associa¢do positiva com 0 processo
de isquemia/reperfusdo pulmonar. No entanto, o exato papel da IL-6 na lesdo de
isquemia/reperfusdo pulmonar ainda nédo esté claro.

Os niveis de nitrato e nitrito plasmético (NOy) foram significativamente
aumentados em ambos os grupos submetidos a isquemia/reperfusdo IR/SD e IR/TR.
Esta elevacdo nado foi associada as respostas relaxantes induzidas pela acetilcolina e
histamina, uma vez que n&o observamos qualquer alteracdo na sensibilidade ao
agonista histamina, e a resposta a acetilcolina foi reduzida em anéis de mesentérica de
animais IR/SD. Assim, a elevada concentracdo plasmatica de NO, pode ser resultado
da ativacdo leucOcitaria em resposta a intensa inflamacédo induzida no processo de
isquemia/reperfusdo pulmonar, que sédo capazes de ativar a isoforma induzivel da NO
sintase (INOS) levando a producéo macica de NO.

Todos esses parametros analisados em conjunto mostram que o processo de
isquemia/reperfusdo pulmonar promove um intenso processo inflamatério local e
sistémico, onde o treinamento fisico prévio ndo foi capaz de atenuar essa resposta

diretamente.

Artéria mesentérica: resposta relaxante dependente do endotélio

A sensibilidade ao agonista relaxante acetilcolina em anéis de artéria
mesentérica foi reduzida pela isquemia/reperfusdo pulmonar que foi revertida pelo
treinamento fisico, sendo neste caso o treinamento importante na prevencdo dessas
alteracfes. Os mecanismos pelos quais o treinamento fisico promove efeitos benéficos
no sistema cardiovascular sao multiplos e complexos, envolvendo aumento na
producdo de NO pelas células endoteliais, aumento de expressédo do gene da sintase
do NO endotelial (eNOS), diminuicado do NO inativo com melhora do sistema
antioxidante, como superoxido dimutase (SOD), e glutationa peroxidase, diminuicdo da

atividade oxidante de NADH e NADPH e angiogénese do tecido endotelial vascular



(RUSH; TURK e LAUGHLIN, 2003; THOMPSON et al., 2004; HIGASHI e YOSHIZUMI,
2004; ROBERTS et al., 2006).

A partir destes resultados em anéis de mesentérica, passamos a investigar os
mecanismos pelos quais o treinamento fisico reverteu as alteracdes provocadas pelo
processo de isquemia/reperfusdo. Primeiramente, avaliamos a expressao da eNOS e
NNOS. Nossos resultados falharam em mostrar uma correlacdo positiva entre as
expressdes protéicas das sintases do NO, eNOS e nNOS, em anéis de artéria
mesentérica e a melhora da resposta relaxante induzida pelo treinamento fisico.
Embora a medida da producdo de NO e/ou a expressdo da eNOS sejam usados como
marcadores para avaliar os efeitos do exercicio na resposta vascular, nem todos o0s
trabalhos conseguiram encontrar uma direta correlagdo entre estes marcadores
(OLTMAN et al., 1992; McALLISTER et al.; 1996; JASPERSE E LAUGHLIN; 1999,
RUSH et al., 2003; WOODMAN et al.; 2005).

A etapa seguinte foi avaliar a atividade da SOD plasmatica e sua expressao
protéica no tecido vascular de anéis de mesentérica. Nossos resultados mostraram um
maior aumento na atividade da SOD plasmatica no grupo submetido ao treinamento
fisico (IR/TR: 70 %) quando comparada ao grupo sedentario (IR/SD: 40 %). Por outro
lado, a expressao protéica da SOD em aneéis de mesentérica ndo foi modificada pelo
treinamento fisico.

O exercicio fisico de intensidade moderada contribui de maneira positiva para a
reducdo do estresse oxidativo, e isso pode ocorrer pelo aumento da atividade
antioxidante como também em alguns casos pela reducdo da atividade pro-oxidante
(HIGASHI E YOSHIZUMI, 2004; KOJDA E HAMBRECHT, 2005). Trabalho prévio
mostra que a melhora da resposta relaxante em resposta ao treinamento fisico pode ser
também devido a reducdo da expressdo de enzimas oxidantes, como a NADPH
oxidase. As sub-unidades da NADPH oxidase tém sido identificadas em células
vasculares como p47°"% p67°"* e gp91P"™* (REY e PAGANO, 2002; LASSEGUE e
CLEMPUS, 2003; TOUYZ; YAO; SCHIFFRIN, 2003). Muitos estudos confirmaram
também a presenca da p22°"™ em todos os sistemas da NADPH oxidase e sugerem
que esta sub-unidade € essencial ao funcionamento desta enzima oxidante (USHIO-
FUKAI et al., 1996; LASSEGUE e CLEMPUS, 2003). No entanto a expressio dessas



sub-unidades ndo séo facilmente detectadas em células endoteliais e do muasuclo liso
vascular, apenas a p47°"* e a p22P"°* parecem ser consistentemente expressas e mais
abundantes do que as expressdes de p67°" e gp91P"* (LI e SHAH, 2001). Nosso
estudo mostrou que a expresséo protéica da sub-unidade da NADPH oxidade, a p47°"
nao foi alterada por qualquer tratamento experimental excluindo assim a via das
enzimas oxidantes na dessensibilizacdo da resposta dependente de endotélio induzida
pela isquemia/repefusdo pulmonar bem como a participacdo desta sub-unidade da

reversao do fenbmeno.

Artéria pulmonar: resposta relaxante independente do endotélio (SNP)

A poténcia ao doador de NO, nitroprussiato de sodio (SNP) foi significativamente
reduzida no grupo IR/SD comparado aos grupos C/TR e IR/TR em anéis de artéria
pulmonar com endotélio intacto. Como esperado, a resposta de relaxamento induzida
pelo SNP ndo foi afetada pela remocdo do endotélio vascular em nosso estudo,
demonstrando assim ser uma droga de acdo independente de endotélio, pois age
diretamente no musculo liso doando moléculas de NO. Os mecanismos pelos quais a
isquemia/reperfusdo pulmonar e/ou treinamento fisico alteram o caminho de sinalizacéo
do GMPc ainda n&o séo claros. Estudos evidenciaram que a isquemia/reperfusdo induz
a diminuicdo dos niveis de GMPc no tecido pulmonar (PINSKY et al., 1994; PINSKY et
al., 1995). Estes resultados também foram encontrados em condi¢édo de hipoxia crbénica
em células do musculo liso vascular pulmonar (PENG et al., 1997). A reversao da
atenuacdo da resposta relaxante ao SNP em resposta ao exercicio fisico poderia ser
devido a capacidade anti-oxidante que foi observada pela elevacdo da atividade da
SOD plasmatica, o que levaria ao aumento na via de sinalizacdo ao GMPc uma vez que
a ativacao da guanilato ciclase soluvel (GCs), e subsequente acumulo de GMPc é o
mecanismo primario de relaxamento induzido pelo SNP. Além disso, estudos prévios
tém mostrado que o inibidor de GCs, ODQ, é capaz de abolir completamente o
relaxamento induzido pelo SNP, mas ndo ao oOxido nitrico em artéria umbilical de
humanos (LOVREN e TRIGGLE, 2000).



Artérias mesentérica e pulmonar: resposta contratil

Em relacdo a resposta contratil apdés o processo de isquemia/reperfusdo os
resultados existentes sdo conflitantes. Estudos mostram aumento na poténcia e na
resposta maxima a fenilefrina (PHE) em anéis de artéria mesentérica (KOKSOY et al.,
2000; DOGUET et al., 2004). Por outro lado, outro estudo ndo constatou qualquer
diferenca na resposta a PHE em anéis de artéria aorta (TOKUNO et al., 2002). Nosso
estudo mostra que a resposta contrati a PHE em anéis de artéria mesentérica e
pulmonar de ratos submetidos a isquemia/reperfusdo estd diminuida. Essa
dessensibilizacdo da resposta contratil mediada pelos receptores a-adrenérgicos pode
ser consequéncia da elevacdo da atividade simpética em resposta ao processo de
isquemia/reperfusdo. Assim, é plausivel admitir que a subsensibilidade ao agonista
PHE em anéis de artéria pulmonar e mesentérica seja resultado de maior ativacdo
simpética neste modelo experimental. Estudos prévios evidenciaram uma elevagéo nos
niveis de catecolaminas apés o processo de isquemia/reperfusdo (WALLACH et al.,
1980; REVES et al., 1984). Trabalho prévio de nosso laboratério mostrou que a
excessiva estimulacdo dos receptores adrenérgicos pelas catecolaminas pode gerar a
dessensibilizacdo da resposta mediada pelos receptores adrenérgicos (ZANESCO et
al., 1997). Além disso, nossos resultados sdo reforcados pela auséncia de alteracdes
na resposta contrétil ao analogo no tramboxano A,, U46619.

O treinamento fisico por 8 semanas foi capaz de reverter a dessensibilizacdo da
resposta contratil a PHE, apenas em anéis de artéria mesentérica, mostrando que o
exercicio fisico restaura a resposta vascular mediada pelos receptores a-adrenérgicos,
na tentativa de manter a homeostase cardiovascular sistémica em um processo de
isquemia/reperfusdo. Por outro lado, o treinamento fisico ndo foi eficaz em atenuar
essas modificagBes na artéria pulmonar, sugerindo que as alteracdes locais ndo séo

afetadas pelo treinamento fisico.



9. CONCLUSAO

O presente trabalho mostra que o treinamento fisico previne as alteracbes de
sensibilidade aos agonistas acetilcolina e fenilefrina em artéria mesentérica induzida
pelo processo de isquemia/reperfusdo pulmonar, promovendo efeitos benéficos
sistémicos importantes para o controle da homeostasia cardiovascular.

Por outro lado, o treinamento fisico ndo foi eficaz em atenuar as modificacdes
observadas para o agonista fenilefrina em artéria pulmonar e estas alteracdes foram
positivamente associadas com elevagcao na concentracdo de TNF-a, sugerindo que as

alteracdes locais ndo sao afetadas pelo treinamento fisico.
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