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RESUMO

Os efeitos induzidos pelo cigarro estao intimamente ligados ao desenvolvimento da
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) e aos seus efeitos secundarios como
o comprometimento muscular. Em condi¢ées normais, os musculos respiratérios e
periféricos sdo adequadamente equipados para realizar suas respectivas fungdes na
respiracdo € no movimento, porém a disfuncdo destas duas musculaturas é
reconhecida como a maior manifestagao sistémica da DPOC. A fumaga do cigarro
contém substancias quimicas e gases reativos com altas concentragdes de radicais
livres e outros oxidantes que estdo diretamente relacionados com a patogénese das
doencas pulmonares. O objetivo do presente estudo sera avaliar o dano pulmonar e
as alteragbes musculares induzidas por modelo de estratificacdo de exposicao a
fumaca de cigarro em camundongos. Para tal, 36 camundongos C57BL-6 machos,
com 3 meses de idade, pesando entre 25 a 30g serdo randomizados em 6 grupos
(n=6): EC: Estratificagao controle; E7: Estratificagdo 7 dias; E15: Estratificacdo 15
dias; E30: Estratificacdo 30 dias; E45: Estratificacdo 45 dias; E60: Estratificacdo 60
dias. O dano pulmonar sera causado com exposicdo a fumacga de cigarro com 4
cigarros/sessao, 3x/dia, 7dias/semana, sendo o tempo de exposicdo de cada grupo
de acordo com os dias especificados na sua classificagdo. Quarenta e oito horas
apos o ultimo procedimento, os animais serdo mortos para retirada dos musculos
quadriceps e diafragma e o pulmao direito. Apdés remocao, uma aliquota de cada
estrutura serd homogeneizada, em tampao especifico, para andalise de proteinas
intracelulares pela técnica Westerbloting como descrito a seguir. O restante sera
estocado em freezer -80°C para posteriores analises bioquimicas e histoldgicas. Os
danos oxidativos em biomoléculas serdo avaliados pelos processos de
lipoperoxidagéo, carbonilacdo de proteinas, e conteudo total de sulfidrila. O sistema
de defesa antioxidante pela atividade e expressdo das enzimas Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPX), e o metabolismo
energético muscular através da expressdo das proteinas Carnitina
Palmitoiltransferase-1 (CPT4), Fosfofrutoquinase-1 (PFK;), Succinato Desidrogenase
(SDH) e Citocromo-C Oxidase (COX).

Palavras-chave: Cigarro. Dano pulmonar. Estresse oxidativo.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) representa um dos
principais problemas de saude no mundo devido ao aumento de sua prevaléncia,
morbidade e mortalidade. E esperada que seja a terceira causa mais comum de
morte no mundo em meados de 2020 (FARAMAWY et al., 2009). A DPOC é
caracterizada por limitacdo do fluxo aéreo irreversivel, na maioria dos casos,
juntamente com uma resposta inflamatéria anormal a particulas ou gases. Pacientes
podem apresentar bronquite crénica, enfisema, comprometimento de vias aéreas
superiores, ou uma combinacdo destes fatores (WOOD & STOCKLEY, 2006).
Fatores causais para a disfungcdo de musculos respiratérios na DPOC incluem
distarbios nos eletrdlitos, hipercapnia, uso prolongado de corticoesterdides, entre
outros. A geometria alterada do térax em enfisemas pulmonares severos também
pode comprometer a fungcdo da bomba ventilatéria do diafragma (HEUNKS &
DEKHUIJZEN, 2000) devido a resisténcia inspiratéria aumentada, que leva a fadiga
e injurias estruturais do mesmo (VASSILAKOPOULOS & HUSSAIN, 2007).

Embora a DPOC tenha efeitos primariamente pulmonares, €
recentemente conhecido que seus efeitos sistémicos contribuam significantemente
para sua severidade e mortalidade (LUTHJE et al., 2009), e que estdo intimamente
relacionados com o fumo de tabaco, inflamacdes crénicas e estresse oxidativo
(LUTHJE et al., 2009; VASSILAKOPOULOS & HUSSAIN, 2007).

Os efeitos induzidos pelo cigarro estao intimamente ligados a varios
distarbios cardiorrespiratérios como bronquite, enfisema, infarto do miocardio,
canceres e outros (PANDA et al, 2001), sendo que estudos clinicos e
epidemiologicos tém mostrado que a gravidade da doenca estd diretamente
relacionada com a quantidade e o tempo de exposicdo (CARNEVALI et al., 2003). O
dano pulmonar pela fumaca do cigarro € caracterizado pela inducado de proteinas
inflamatdrias incluindo citocinas, fatores de crescimento e moléculas de adeséo.
Estas moléculas ativam potentes mediadores que alteram as vias aéreas
brénquicas, danos no epitélio e acarretam em mudancgas fundamentais na estrutura
pulmonar (FORONJY & D’ARMIENTO, 2006). Por isso, a fumaga do cigarro é um

potente fomentador inflamatério ligado com a severidade do dano pulmonar.
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Sendo o cigarro considerado o maior € mais importante fator de risco para
o desenvolvimento de danos pulmonares, principalmente a DPOC, evidéncias
mostram que o dano pulmonar causado pela fumaca do cigarro € gerado por um
mecanismo complexo de desequilibrio entre oxidante/antioxidante, pro-
inflamatério/anti-inflamatério e protease/antiprotease (BARNES et al., 2003; TUDER
et al., 2006; KIM et al., 2008).

1.1 CIGARRO E ESTRESSE OXIDATIVO

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) tém sido implicadas em alguns
processos vitais a vida humana e também sao fundamentais nos efeitos de danos e
na adaptagdo que acompanham o exercicio fisico (SACHDEV et al., 2008). Porém,
quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de ERO e o sistema de defesa
antioxidante, ocorre um processo danoso ao organismo conhecido como estresse
oxidativo.

Sob condicdes fisioldgicas normais, a maioria das ERO sao produzidas na
cadeia respiratéria mitocondrial, pela qual 2-5% do oxigénio € desviado para a
formacao de radicais livres. Entretanto, as ERO podem ser geradas em outros
eventos bioquimicos celulares como processos inflamatorios, isquemia/reperfuséo,
oxidacao de catecolaminas, entre outros eventos oxidativos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

A fumaca do cigarro contém substancias quimicas e gases reativos com
altas concentragces de radicais livres e outros oxidantes que estdo diretamente
relacionados com a patogénese das doencas pulmonares (VALENCA et al., 2004;
RAHMAN & MACNEE, 1996). Devido a isso, o cigarro tem sido fortemente
associado a reducao dos sistemas de defesas antioxidantes e consequientemente ao
estresse oxidativo (BOOTS et al., 2003).

A fumaca do cigarro é constituida por uma mistura de substancias téxicas
diferentes, apresentando uma fase gasosa e outra particulada. A fase gasosa é
composta, entre outros, por monoxido de carbono, aménio, cetonas, formaldeido,
acetaldeido e acroleina. A fase particulada contém nicotina, monéxido de carbono e
alcatrao, que concentram 43 substancias cancerigenas, dentre as quais estdo o
arsénico, niquel, benzo-pireno, cadmio e chumbo (SPADA et al., 2006). De acordo
com Duarte (2006), trés substancias se destacam na composicdo quimica da
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fumaca do cigarro: nicotina, mondxido de carbono e alcatrdo. Essas substancias sao
oxidantes e podem causar alteracdo na estrutura (ELSAYED & BENDICH, 2001) e
no estado redox pulmonar (GOCHMAN et al., 2007). Estudos demonstram que apés
a inalacao continua de fumaca de cigarro, macréfagos, neutréfilos e outras células
migram para o intersticio pulmonar, produzindo ERO, que lesam diretamente a
membrana das células intersticiais e do endotélio (GERRITSEN et al., 2005;
SADOWSKA et al., 2005; MENEGALI et al., 2009).

Importantes fontes de producdo de radicais livres, como o superdxido
(O27), sédo a cadeia transportadora de elétrons na mitocondria e a xantina oxidase
citosélica (XO). O superodxido pode ser convertido a um radical de alta reatividade, o

radical hidroxil (OH"), ou reagir com o éxido nitrico (NO") resultando na formagéo de

peroxinitrito (ONOQ). O dano causado por radicais livres e por espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio podem induzir dano em biomoléculas como lipideos, proteinas
e DNA, como também podem levar a oxidacdo de grupos tidis, resultando na
modificacao da funcao de proteina, por exemplo (HEUNKS & DEKHUIJZEN, 2000).

A Figura 1 representa um desenho esquematico da producao de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio onde: nNOS = éxido nitrico
sintase neuronal; eNOS = 6éxido nitrico sintase endotelial; INOS = 6xido nitrico
sintase induzivel; H.O, = perdxido de hidrogénio; MPO = mieloperoxidase; HOCI =
acido hipocloroso; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada.

Como descrito anteriormente, a fumaca do cigarro € um facilitador do
estresse oxidativo, pois contem radicais livres que estimulam a produgdo de novas
ERO, como também possui altas concentracdes de ferro. O ferro estimula a

producdo de uma espécie radicalar altamente reativa, a partir de reacdo conhecida

como Reacéao de Fenton, onde superéxido (02'-) reage com o peroxido de hidrogénio

(H202), tendo como produto o radical hidroxil (OH") (JACKSON et al., 1987;
RAHMAN & MACNEE, 1996; Liu et al., 2005). O radical hidroxil é considerado o

radical mais potente e o maior responsavel pelos ataques em fitas de DNA (LIU et
al., 2005; 2008).
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Figura 1: Representagéao esquematica da formagao de radicais livres no musculo esquelético.
Fonte: Heunks & Dekhuijzen, 2000.

1.2 EXERCICIO FiSICO E ESTRESSE OXIDATIVO

Diante das evidéncias de que o estresse oxidativo esta envolvido na
patogénese pulmonar induzida pela fumaca de cigarro, acredita-se que o uso de
terapias alternativas, como o exercicio fisico, possa exercer um efeito terapéutico
minimizando a severidade dos danos pulmonares (MENEGALI 16L 16L., 2009).

Espécies reativas de oxigénio tém sido implicadas em alguns processos
vitais da vida humana e também sao fundamentais nos efeitos de danos e na
adaptacao que acompanham o exercicio 16L16ico (SACHDEV 16L 16L., 2008).
Durante o exercicio fisico, as taxas metabdlicas sao elevadas e podem aumentar
drasticamente o consumo de oxigénio (VOZ) em 20 vezes com relacao aos valores

de repouso (CARMELI 16L 16L., 2000) e em 100 vezes na fibra muscular
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), concomitantemente, eleva a producdo de
radicais livres (ALESSIO & GOLDFARB, 1988). Entretanto, estudos tém
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demonstrado que, mesmo com esse aumento da produgcdo de radicais livres, o
treinamento fisico de intensidade moderada aumenta as defesas antioxidantes e a
resisténcia do tecido (ALESSIO & GOLDFARB, 1988; RADAK 17L 17L., 1999;
GOMEZ-CABRERA 17L 17L., 2006, PINHO 17L 17L., 2006), melhorando o quadro
de estresse oxidativo.

1.3 PARAMETROS COMPARATIVOS: MUSCULOS QUADRICEPS E DIAFRAGMA

Em condicbes normais, os musculos respiratorios e periféricos sao
adequadamente equipados para realizar suas respectivas fungdes na respiracao e
no movimento, porém a disfuncédo destas duas musculaturas é reconhecida como a
maior manifestagdo sistémica da DPOC (GOSKER et al., 2000). A disfungdo da
musculatura respiratoria, especialmente a do diafragma, € parte de um processo
generalizado envolvendo toda musculatura esquelética (HEUNKS & DEKHUIJZEN,
2000). Sendo estas duas musculaturas expostas a diferentes niveis de ativacao,
inferéncias podem ser feitas sobre seus respectivos papéis de fatores locais e
sistémicos nas adaptagcdes musculo esqueléticos na DPOC.

Dependendo da severidade da doenca e da populacdo estudada, é
estimado que 4-35% dos pacientes com DPOC apresentam uma redugdo de massa
muscular periférica (CORONELL et al., 2002; SCHOLS et al., 1993; VESTBO et al.,
2006). A atrofia do quadriceps, por exemplo, estd diretamente associada com
fraqueza muscular, intolerancia ao exercicio (Bernard et al., 1998) e diminuicdo da
qualidade de vida (MOSTERT et al, 2000). J& em relacdo a musculatura
respiratéria, alteracdes na area transversal da fibra do diafragma e no seu contetdo
de miosina também vém sendo reportadas em estudos com pacientes com DPOC
(LEVINE et al., 1997; OTTENHEIJM et al., 2005). Porém interessantemente, essas
reducdes ocorrem apesar da atividade muscular aumentada, conseqliente de um
trabalho respiratério aumentado em pacientes com DPOC. Estas observacdes
destacam a diferenga fundamental nos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
da atrofia muscular periférica e respiratéria como o nivel de ativacdo destes dois
grupos musculares que variam em dire¢des opostas na DPOC (CARON et al., 2009).

Outras importantes alteracdes que ocorrem em direcdes opostas entre o
musculo quadriceps e o diafragma, em pacientes com DPOC, sao as metabdlicas,
onde de um lado o quadriceps adota um padrdo mais glicolitico, enquanto do
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diafragma, mais oxidativo (CARON et al., 2009). Na musculatura periférica, a
atividade de enzimas oxidativas como a 3-hidrociacil-CoA deidrogenase (HADH)
(GREEN et al., 2008; MALTAIS et al., 1996; MALTAIS et al., 2000) e a citrato sintase
(MALTAIS et al., 1996; MALTAIS et al., 2000) é reduzida no vasto lateral (porcao
lateral do musculo quadriceps) em pacientes com DPOC moderada e grave. A
citocromo-C oxidase, uma enzima da cadeia transportadora de elétrons, também
tem sua atividade diminuida nestes individuos. Ja as enzimas glicoliticas nao sao
afetadas na presenca da DPOC. No entanto, quando a propor¢do entre enzimas
oxidativas e glicoliticas foi avaliada, o metabolismo glicolitico foi predominante no
quadriceps de pacientes com a doenca em questdo (GREEN et al., 2008). J& no
musculo diafragma é observado um aumento da atividade das enzimas oxidativas
combinada com uma diminuicdo da atividade das enzimas glicoliticas, resultando na
predominancia do metabolismo oxidativo (DOUCET et al.,, 2004; LEVINE et al.,
1997).

Estas observacgdes indicam que algumas adapta¢cdes musculares, como
as do metabolismo energético na DPOC, sao provavelmente mais dependentes do
local do que de fatores sistémicos. Exemplo disso sdo as alteracées musculares em
relagdo ao estresse oxidativo e a via Ubiquitina-Proteassoma, onde ambas estdo
presentes no diafragma e no quadriceps. Mesmo que existam fatores sistémicos
envolvidos no estresse oxidativo e na protedlise do diafragma e quadriceps, o nivel
de ativacao local pode também modular a expressao destas alteragcbes musculares.
Por exemplo, a alta atividade metabdlica diafragmatica pode estimular a produgéo
de espécies reativas de oxigénio e levar a danos oxidativos (Barreiro et al., 2005)
eventualmente levando a uma protedlise aumentada neste musculo (OTTENHEIJM
et al., 2006; 2008).

A conjugacdo de ubiquitinas a proteinas marca estas proteinas para
degradacao proteossomal sendo reconhecido que a via Ubiquitina-Proteassoma esta
envolvida na degradacao das proteinas musculares, as miofibrilas (actina e miosina).
Em estudo de Ottenheijm e colaboradores foram investigados os niveis de
ubiquitinas conjugadas a proteinas no musculo diafragma de humanos, sendo que
esses niveis foram encontrados elevados em pacientes com DPOC de leve a
moderada, em comparacao a individuos sem diagnostico da doenca, sugerindo que
existe um envolvimento da via da Ubiquitina-Proteassoma na degradacdo muscular
e na perda de geracao de forca, principalmente devido a perda da cadeia de miosina
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no musculo diafragma desses pacientes (OTTENHEIJM et al., 2005). Ja no
quadriceps, a presenca do estresse oxidativo pode estar relacionada a outros
mecanismos como um desacoplamento mitocondrial entre o ciclo do acido citrico e a
cadeia transportadora de elétrons (PUENTE-MAESTU et al., 2009), que nao parece
estar presente no diafragma o qual se sabe que existe um papel oxidativo mais
eficiente.

Baseado nestas evidéncias se tem como hip6tese de que quanto maior o
tempo de exposicao a fumaca de cigarro, maior o quadro de dano pulmonar e maior
o comprometimento da musculatura.

Sendo o comprometimento respiratério e muscular no DPOC associado
com importantes consequéncias clinicas como intolerancia ao exercicio, diminuigao
da qualidade de vida e até mesmo mortalidade prematura, este trabalho justifica-se
pela importancia de melhor entendimento dos modelos animais de dano pulmonar
em relacao ao cigarro para se obter respostas mais fidedignas em estudos futuros.
Este melhor entendimento se da no estudo tanto das alteracées bioquimicas e
moleculares da musculatura respiratéria e periférica, das alteracées histolégicas
pulmonares, como o estudo de como estas alteracbes se comportam perante
diferentes intensidades de exposicao a fumaca de cigarro a fim de estratificar com
maior precisdo a quantidade de cigarros para modelo animal de dano pulmonar em

camundongos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o dano pulmonar e as alteracbes musculares induzidas por

modelo de estratificacdo de exposicao a fumaca de cigarro em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os danos oxidativos em biomoléculas pelos processos de
lipoperoxidagéo, carbonilagdo de proteinas, e conteudo total de sulfidrila;

e Avaliar o sistema de defesa antioxidante pela atividade e expressao
das enzimas Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPX);

e Avaliar o metabolismo energético muscular através da expressao das
proteinas Carnitina Palmitoiltransferase-1 (CPT4), Fosfofrutoquinase-1 (PFKj),
Succionato Desidrogenase (SDH) e Citocromo-C Oxidase (COX).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo se caracteriza por um estudo quali-quantitativo, experimental
do tipo ensaio clinico randomizado.

Todos os procedimentos serdo realizados de acordo com a Lei n°
11.794/08 (DOU 196, secdo 1, outubro/2008) e aprovados pelo Comité de Etica no
uso de animais da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

O estudo sera realizado no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do
Exercicio (Lafibe) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciima, Santa
Catarina, Brasil. O Lafibe apresenta todas as condi¢cdes estruturais e técnicas
necessarias para o desenvolvimento do estudo e para atender as eventuais

intercorréncias, garantindo a protecao aos possiveis riscos.

3.2 JUSTIFICATIVA PARA USO DE ANIMAIS

Justifica-se o uso de animais a partir da necessidade de investigar
parametros bioquimicos diretamente do tecido muscular e imediatamente apés o
exercicio, sendo este procedimento invidvel em seres humanos por suas

caracteristicas altamente invasivas.

3.3 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Com base em estudos prévios e considerando a média (£DP) na atividade
da Catalase antes (1,3 £ 0,2 U de CAT/mg proteina) e apos (3,2+ 0,4 U de CAT/mg
proteina) a sessao do treinamento, o tamanho do grupo amostral necessario para
detectar uma diferenca significativa, considerando um nivel de significancia de 5% e
poder de 80%, foi de 6 animais por grupo.
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3.4 AMOSTRA

Serao randomizados 36 camundongos C57BL-6 machos, com 3 meses
de idade, do biotério da Universidade, pesando entre 20g a 30g. Estes animais
serao alocados em gaiolas especificas, num ambiente com temperatura controlada a
23°C, num ciclo de iluminacdo de 12 horas claro/escuro e com
alimentacao/hidratacao ad libitum. Os animais serdo divididos randomicamente em 6
grupos (n=6):

- EC: Estratificacao controle
- E7: Estratificacado 7 dias

- E15: Estratificacdo 15 dias
- E30: Estratificacdo 30 dias
- E45: Estratificacdo 45 dias
- E60: Estratificacdo 60 dias

3.5 PROTOCOLO DE EXPOSICAO A FUMACA DE CIGARRO

Os animais serdo expostos a 4 cigarros comerciais com filtro (alcatrdo
10mg; nicotina 0,8mg; monéxido de carbono 10mg) por sessdo, 3 sessdes/dia, 7
dias/semana, sendo o tempo de exposi¢cdo de cada grupo de acordo com os dias
especificados na sua classificagdo . Os animais serdo alocados em uma camara de
inalacdo de acrilico (40x30cm por 25cm de altura), dentro de uma capela de
exaustao. O cigarro sera acoplado a uma seringa de plastico de 60ml para captacao
da fumaca e imediatamente expelida dentro da caixa. Os animais serao mantidos
exposto a fumaca do cigarro (73%) durante 6 minutos. Entdo a tampa da caixa de
inalacdo sera removida, e ligando o exaustor da capela, a fumaca sera evacuada
durante 1 minuto. Os animais serdo entdao imediatamente expostos a nova inalacéao

da fumaca de um préximo cigarro (Quadro 1).
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Quadro 1: Protocolo de Indugao da Doencga Pulmonar Obstrutiva Crénica.

Semana | Manha Tarde Noite | Tempo/cigarro Li:l?si;oe
1 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min. 1 min.
2 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.
3 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.
4 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.
5 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.
6 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.
7 4 cig. 4 cig. 4 cig. 6 min 1 min.

Fonte: Dados da pesquisadora

3.6 EUTANASIA E DESCARTE

Quarenta e oito horas ap6s a ultima sessdo de exposicao a fumaca de
cigarro os animais serao mortos por deslocamento cervical e os musculos diafragma
e quadriceps como também o pulmao direito serao retirados cirurgicamente. Apds
remocdo, uma aliquota de cada estrutura serd homogeneizada, em tampao
especifico, para analise de proteinas intracelulares pela técnica Westerbloting como
descrito a seguir. O restante serd estocado em freezer -80°C para posteriores
analises bioquimicas e histolégicas. O descarte dos animais sera feito a partir do
acondicionamento em saco branco leitoso e armazenados em freezer -40°C para
posterior tratamento e deposicao final em aterro sanitario, conforme procedimentos
estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).

3.7 DETERMINACAO DE PROTEINAS
A quantidade de total de proteina para os ensaios de expressao e

atividade enzimatica, danos oxidativos e cadeia respiratéria serdo determinadas a

partir da técnica descrita por Lowry et al. (1951).
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3.8 HOMOGENEIZACAO PARA WESTERNBLOTING

As estruturas serdo homogeneizadas em tampao contendo 1% de Triton
X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sédio, 100mM de fluoreto
de s6dio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de s6dio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL
de aprotinina a 4°C. O homogeneizado sera entédo centrifugado a 11000 rpm por 40
minutos. No sobrenadante sera determinada a concentracao de proteina utilizando o
método de Lowry e posteriormente sera realizada a determinacao do extrato total

com anticorpo especifico.
3.9 ENSAIOS BIOQUIMICOS

Anion Superéxido: Sera determinada pela taxa de oxidagdo da
adrenalina lido em espectrofotémetro a 780nm conforme descrito por Poderoso et al.
(1996).

Atividade da Superéxido Dismutase (SOD): a atividade enzimatica da
SOD serd determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente (480nn) segundo McCord e Fridovich (1969), e sera
expressa em U/mg proteina.

Atividade da Catalase (CAT): A atividade da CAT sera determinada pela
diminuicdo na absorbancia (240nm) correspondente ao consumo peroxido de
hidrogénio, conforme previamente descrito por Aebi (1984) e sera expressa em
U/mg proteina.

Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX): A GPX sera determinada
através da taxa de decaimento da NADPH, medida em espectrofotémetro (340nm) e
sera expressa em U/mg proteina, conforme Flhoé e Gunzler (1984).

Espécies Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS): Como indice de
peroxidacdo de lipideos sera mensurado a formacdo de substancias reativas ao
aquecimento do acido tiobarbitirico medido espectrofotometricamente (532nm) e
serao expressos em nmol TBARS/mg proteina, conforme descrito por Draper e
Hadley (1990).

Carbonilacao de Proteinas (CARBONIL): Os danos oxidativos em
proteinas serdo mensurados pela determinacdo de grupos carbonil baseados na
reacdo com dinitrofenilhidrazina como previamente descrito por Levine et al. (1990).
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O conteudo de carbonil serd determinado espectrofotometricamente em 370nm
usando um coeficiente 22.0000 Molar e serdo expressos em nmol/mg proteina.

Sulfidrila: O acido ditionitrobenzéico é reduzido por tidis gerando um
derivado amarelo (TNB) lido espectrofotometricamente a 412 nm. Este método
determina os tidis totais da amostra, sendo um parametro de medida de dano
oxidativo as proteinas da mesma (Aksenov & Markesbery, 2001). As amostras serao
homogeneizadas em 1 mL de tampado PBS (7.4 PH) com 1 mM de EDTA e
incubadas por 60 min, a temperatura ambiente o escuro com 0,2 M de.fosfato de
potassio e 0,4% de acido ditionitrobenzéico.

3.10 ENSAIO HISTOLOGICO

Para os estudos histologicos, o pulmao direito sera perfundido com solucéo salina
(0,9%) para remover o sangue do pulmao. O pulméo direito sera fixado usando uma
solucao de fosfato 4% tamponada (pH 7.2) a uma pressao de 25cm de H-O durante
2 minutos através de um cateter traqueal e posteriormente sera removido e pesado.
Os pulm@es inflados seréo fixados por 48h antes de serem incorporados na parafina.
Cortes sagitais seriais de 5um serao obtidos para analises histoldgicas.

Macréfagos e neutréfilos serdo quantificados nos alvéolos. Em casa grupo,
30 campos de 26.000 um? (10 campos aleatérios de 3 diferentes sessdes) do
pulmdo direito serdo analisados. O numero de macréfagos e neutrofilos
(células/mm?) serdo contadas usando a imagem do campo microscépico em obijetiva
40x de um microscopio Olympus BH-2 equipado com uma ocular.

O enfisema pulmonar sera quantificado baseado no grau de destruicao
alveolar como determinado pela medicao do intercepto linear médio (Lm, diametro
alveolar médio) em micrometros (SAETTA et al., 1985). Para este fim, 16 campos de
cada slide serdo contados e observados com uma ampliagcdo de 2000x através de
um reticulo acoplado ao monitor.

Para obter amostras de pulmao uniformes e proporcionais, 18 campos (seis
campos nao coindicentes em trés diferentes sessbes) serdo aleatoriamente
identificados e analisados usando um video microscopico (micréscopio Zeiss-
Axioplan com objetiva 20x e uma camera de video colorida JVC ligada a um monitor
colorido Sony Trinitron; Carl Zeiss, Alemanha) e um sistema de teste cicl6ide

sobrepostas na tela do monitor. A referéncia em termos de volume sera estimada
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pela contagem de pontos usando o teste de sistema de pontos (PT) (WEIBEL,
1979). The points hitting the airspaces (PP) serdo contados para estimar a
densidade do volume (Vv) destas estruturas (Vv = PP/PT). A &rea total de 1.3 mm?
serdao analisadas para determinar a densidade do volume do alvéolo (Vv]air]) e as
fibras elésticas (Vv[elastic fibers]) em cortes corados com hematoxilina e eosina
(H/E) e Orceina. Dois pesquisadores irdo realizar todas as medicdes e contar as

areas nao identificadas.

3.11 WESTERNBLOT

Aliquotas contendo 250 ug de proteina por amostra serao aplicadas sobre
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5 mm de espessura. A eletroforese sera
realizada em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com solu¢ao tampao para
eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE serd submetido a 25 volts,
inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento e 120
volts até o final do gel de resolucéo. Na seqliéncia, as proteinas separadas no SDS-
PAGE, serdao transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o
equipamento de eletrotransferéncia de minigel da Bio Rad, e a solucao tampao para
transferéncia mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas, sob
refrigeracdo continua por gelo. As membranas de nitrocelulose contendo as
proteinas transferidas serdao incubadas em solucdo bloqueadora por 2 horas, a
temperatura ambiente, para diminuir a ligagdo inespecifica de proteinas. A seguir, as
membranas serdo lavadas com solucao basal por 3 sessbes de 10 minutos e
incubadas com anticorpos especificos sob agitacao constante por uma noite a 4°C; a
saber: Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx),
Carnitina palmitoiltransferase (CPT4), Fosfofrutoquinase-1 (PFKj), Succionato
desidrogenase (SDH) e Citocromo-C Oxidase (COX). Entdo, serdo lavadas
novamente com solucao basal por 3 sessdes de 10 minutos e incubadas a seguir em
solucdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidade, durante 2 horas a
temperatura ambiente. O excesso do secundério sera lavado com solucdo basal e
entdo, as membranas serado incubadas por dois minutos em substrato enzimatico e
expostas ao filme de RX (Kodak XAR - Rochester, NY), com intensificador (Cronex
Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE) em cassete de revelagao autoradiografica.
A intensidade das bandas sera determinada através da leitura das autoradiografias
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reveladas por densitometria 6tica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa
Scion Image (Scion Corporation).

Imunoprecipitacao: Volumes das amostras, com concentragao protéica
de 5 mg, serdo utilizadas para imunoprecipitacdo com anticorpos especificos, sendo
que a determinacdo das proteinas seguira as etapas descritas anteriormente no item
“extracdo dos tecidos”. As amostras serdo colocadas sob incubagdo durante 12
horas a 4°C, sob agitacdo continua. Em seguida, sera acrescentado a proteina A-
Shepharose 6MB em todas as amostras para precipitacdo do complexo
antigeno/anticorpo, sendo mantidas em agitacdo continua por mais duas horas.
Apoés nova centrifugacdo por 15 minutos, a 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadante sera
descartado e o material precipitado lavado por trés vezes com a solucdo tampéao
especifico para lavagem. As proteinas precipitadas, a seguir, serdo tratadas com
tampao de Laemmli contendo 100 mM de DTT (Ditiotreitol), aquecidas em agua
fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. As proteinas serdao entao
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE e transferidas para membrana de
nitrocelulose, seguindo as etapas descritas no item “Westernblot”. Nestes
experimentos de imunoprecipitacdo, as membranas serdo submetidas ao blotting

com anticorpo antifosfotirosina.

3.12 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados serao expressos em media e erro padrao médio e analisados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste
post hoc Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico é de
p<0,05. Sera utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao

16.0 como pacote estatistico.



4 CRONOGRAMA DE ATIVIDADES DE PESQUISA
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ATIVIDADES

CALENDARIO 2010

Marco

Abril

Maio

Junho

Julho

Agosto

Setembro

Outubro

Revisdo da Literatura

X

X

X

X

Desenvolvimento do
Projeto

Submissdo ao Comité de
Etica

Compra dos animais

Protocolo
cigarro

inalagcédo

Ensaios bioquimicos

Tabulagao e analise dos
dados

Preparacao para
submissdo dos artigos

Relatério final
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Discriminacao Quantidade | Valor Unitario R$ | Valor Total R$
1. Custeio

a) Consumo

Reagentes diversos 3000,00
Camundongos 64 8,00 512,00
TOTAL 3.512,00

OBSERVACAO: Todas as despesas necessarias para o desenvolvimento do projeto e para
0s reagentes serdo subsidiadas pelo Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do

Exercicio/PPGCS/UNESC.
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Resumo

Contextualizacao: Estudos mostram que a fumaca do cigarro é responsavel pela patogénese
de vérias doengas pulmonares, incluindo doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Sabe-
se que o cigarro causa danos pulmonares, inflamacdo e estresse oxidativo no enfisema
pulmonar. Além disso, a DPOC ¢ freqiientemente associada a perda de massa muscular e
disfuncdo do musculo esquelético. Objetivos: O objetivo do estudo foi investigar a
inflamacdo e o estresse oxidativo em ratos expostos a fumaca do cigarro. Métodos: os ratos
foram expostos por 7, 15, 30, 45 e 60 dias consecutivos para saber quando o dano oxidativo
no musculo esquelético aconteceu, com a exposicdo aguda ou cronica da fumaca de cigarro.
Resultados: os dados demonstraram a relagdo entre o dano oxidativo medido através do
diafragma, pulmao e quadriceps. Trinta e seis camundongos foram divididos em seis grupos
(n = 6): grupo controle, 7 -, 15 -, 30 -, 45 — 60 dias de fumaca de cigarro, respectivamente. Os
grupos foram expostos a fumacga de cigarro 3 vezes / dia (4 cigarros por sessdo). Vinte e
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quatro horas apds a exposi¢do do ultimo cigarro, foi realizado a eutandsia dos animais, a
coleta das amostras e usados nos proximos ensaios. Além da andlise da oxidacao dos lipidios
e proteinas (TBARS e carbonilacio), o ensaio sulfidrila, histoldgia e estudos morfolégicos
foram realizados. Conclusao: os dados demonstram a influéncia da fumaca de cigarro no
dano oxidativo ndo s6 no pulmao, mas sobre o musculo esquelético, mostrando o efeito da
difusdo da fumaca de cigarro e que o musculo esquelético sdo afetados antes do tecido
pulmonar.

Palavras-chave: Dano oxidativo. Fumaca de cigarro. Musculo-esquelético.

Introducao

O tabagismo € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
Doenga Pulmonar Obstrutiva Bonquica (DPOC), e o enfisema pulmonar € uma das suas
principais manifestacdes >*. As caracteristicas do enfisema pulmonar sdo a destrui¢io alveolar,
espessamento dos septos e reparacdo anormal 12 Virios estudos tém demonstrado que o
desenvolvimento do enfisema ndo estd somente ligado ao desequilibrio entre a atividade da
protease e antiprotease, mas principalmente no desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes,
que por sua vez, estdo ligadas a inflamacao na patogénese do enfisema pulmonar 251736,

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese do enfisema
pulmonar induzido por fumaca de cigarro por potencializar os danos proteoliticos, induzindo a
morte das células endoteliais, epiteliais e mecanismos de reparo do pulmao
2. 2436 efeito combinado do dano pulmonar proteolitico, aumento da morte celular e
diminui¢do do remodelamento, leva ao enfisema pulmonar 2 Por exemplo, os niveis de
peroxidacdo lipidica '*, carbonilacdo de proteinas, oxidacdo de tiis '°, e DNA oxidado ' se

mostraram aumentado no sangue de fumantes ' '**!

e em varios 6rgaos de animais expostos
cronicamente a fumaca de cigarro 2

Clinicamente, os pacientes com enfisema pulmonar t€ém disfuncdo muscular
esquelética clara com a progressdao da doenca. Todas essas manifestagdes sistémicas e estresse
oxidativo estdo frequentemente associada com danos pulmonares, embora a perda muscular e
disfuncdo do musculo esquelético sdo desconhecidas 3

Estudos recentes tém relacionado a inflamacdo e as respostas ao estresse oxidativo
com disfun¢do muscular em pacientes com DPOC °. Estes estudos demonstraram que a

fumaca de cigarro exerce diretas alteracdes oxidativas nas proteinas do musculo independente

da inflamagdo. Aparentemente, o dano oxidativo em proteinas musculares precede as



41

alteracdes pulmonares e pode contribuir para a disfuncdo e perda de massa muscular
periférica.

Nosso estudo sugere que o dano oxidativo ocorre no musculo esquelético antes do
tecido pulmonar e contribui para aumento do comprometimento muscular em pacientes com
enfisema pulmonar. Por esta razdo, o objetivo de nosso estudo € analisar se o dano oxidativo
no musculo esquelético acontece antes que as alteragdes morfologicas e dano oxidativo
induzido no parénquima pulmonar durante a indugao de fumacga de cigarro em 7, 15, 30, 45 e
60 dias de exposi¢ao a fumaca de cigarro. Além disso, o tratamento antioxidante local pode
ser um importante mecanismo terapéutico em termos da melhora da eficdcia do sistema de
defesa contra dano oxidativo excessivo no musculo esquelético apds a exposi¢do a fumaca de

cigarro.

Materiais e Métodos

Animais

Foram usados trinta e seis camundongos C57BL-6 machos de 2 meses de idade,
pesando 30-35 g. O procedimento adotado no presente estudo foi aprovado pelo comité de
ética e pesquisa da Universidade do Sul Catarinense. Os animais recebiam agua e alimentos
(Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S / A, Brasil) a vontade.

A sala foi mantida em 70% de umidade e temperatura de 20 = 2 [1 C com um
ciclo de 12 horas claro-escuro. Os camundongos foram verificados periodicamente para
certificar a auséncia de agentes patogénicos. Para os ensaios bioquimicos, os animais foram
divididos em seis grupos (6 animais / grupo). Um grupo controle e cinco grupos expostos a
fumaca do cigarro por 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Para o estudo histolégico, os animais foram

selecionados aleatoriamente (n = 3).

Exposicao a Fumaca de Cigarro

Foram utilizados cigarros adquiridos comercialmente (8 mg de alcatrdo e 0,6 mg
de nicotina no total). Os animais foram expostos a 12 cigarros por dia, durante 7, 15, 30, 45 e
60 dias, como descrito anteriormente por Menegali et al. (17). Resumidamente, os animais
foram colocados em uma camara de inalagdo (40 cm de comprimento, 30 cm de largura e 25
cm de altura) dentro de uma capela de exaustdo. Um cigarro € acoplado a uma seringa de

plastico de 50 mL onde a fumaga pudesse ser aspirada (20 jatos de 50mL) e, na sequencia,
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expulsa para a camara de exposicdo. Os animais foram mantidos nesta condi¢do por 6 min.
Em seguida, a tampa foi retirada da camara de inalacdo, e ligado o exaustor da capela, a
fumaca foi eliminada por 1 minuto. Este processo foi repetido 3 vezes, as sessdes foram
realizadas trés vezes por dia (manha4, tarde, e a noite), resultando em 72 minutos de exposi¢ao
a fumaca de cigarro. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 48 horas apds a
ultima exposicdo de fumga de cigarro. Pulmao, diafragma e quadriceps foram retirados e
homogeneizados em solucdo tampao utilizada para cada técnica. Os homogeneizados foram
centrifugados a 1000 xg por 10 min a 4 ° C, eo sobrenadante mantido a - 70° C até ser

utilizado para os experimentos.

Avaliacao Histolégica

O pulmao direito foi fixado com uma infusao de 4% de fosfato (pH 7,2) a 25 cm
de H20 de pressdao por 2 minutos através do cateter traqueal e, posteriormente, removidos e
pesados. Os pulmdes instilados foram fixadas por 48 horas antes de serem incluidos em
parafina. Corte sagital 5 mm foram realizadas para andlise histologica e morfometria.
Macroéfagos e neutrédfilos foram quantificadas nos alvéolos. Em cada grupo, 30 campos de
26.000 mm?2 (10 campos aleatérios de 3 secoes diferentes) do pulmao direito foram analisadas.
O numero de macréfagos e neutréfilos (células/mm?2) foram contadas utilizando o campo

imagem microscopica (40x).

Conteado Sulfidrila

Os danos oxidativos em proteina foram calculados pela determinacao de grupos
carbonis baseados na reacao com os dinitrofenilhidrazina. O conteido carbonil foi

deteminado espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente 22.0000 molar.

Lipoperoxidacao

Como indice de peroxidacdo de lipideos foi verificado a formacdo de substincias
reativas ao aquecimento do 4cido tiobarbitirico, conforme descrito por Draper e Hadley
(1990). Primeiramente as amostras foram misturadas com 1ml de acido tricloroacético (10%)

e Iml de 4cido tiobarbitirico (0,67%), seguido por aquecimento em banho-maria (60°C) por
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30 minutos. Os niveis de TBARS foram medidos espectrofotometricamente (532nm) e

expressos como equivalentes de malondialdeido (nmol/mg proteina).

Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média e erro padrio da média (+ EP), e
analisados estatisticamente pela andlise de variancia one-way(ANOVA), seguido pelo teste de
Tukey HSD post-hoc. O nivel de significancia foi fixado em 95% (p <0,05). O software

utilizado para andlise dos dados foi

Resultados

O peso corporal dos animais foram afetados pela exposicdao a fumaga de cigarro.
Todos os camundongos apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 100%. O peso corporal
dos animais diminuiu apenas ap6s 30 dias (* P < 0.01) e persistiu até 60 dias (' P < 0.001) de

exposi¢ao de fumaca de cigarro.
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Efeitos histolégicos da exposicao a fumaca de cigarro

A histologia pulmonar dos animais controle apresentaram septos alveolares e
menores alvéolos normais, enquanto os ratos que foram expostos a fumaca de cigarro
apresentaram destrui¢ao dos septos alveolares a partir do 15° dia de exposicdo, alargamento

dos alvéolos, e a presenca de macrofagos alveolares:
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Fonte: Dados da pesquisadora

A area de ampliacdo dos alvéolos foi significativamente maior durante os 45 dias
de exposicdo a fumaca de cigarro (Fig.2e). Como na figura 3, o ndmero de macréfagos e
neutréfilos, nos grupos de fumaca de cigarro (controle%) aumentou em 7 dias, quando
comparado com o controle (p <0,01). No entanto, o nimero de neutréfilos foi

significativamente maior apos 45 dias de exposi¢ao a fumaca de cigarro (p <0,001).
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Danos Oxidativos

As figuras 4, 5 e 6 mostram os niveis de peroxidagdo lipidica, carbonilacdo de
proteinas e contetido total de tiéis no pulmao, diafragma e os musculos do quadriceps. No
pulmdo, TBARS aumentou durante a exposi¢do de 45 dias a fumaga de cigarro, em
comparagdo ao grupo controle. No diafragma teve aumento em 7 e 15 dias de exposi¢do a
fumaga de cigarro. Surpreendentemente, a fumaca de cigarro apresentou um aumento
importante nos niveis de TBARS no musculo quadriceps em todos os periodos de exposi¢ao.
Em contraste, a fumaca de cigarro induziu um aumento nos niveis de carbonilas em todos os
tecidos no grupo 7 dias. No pulmdo, o nivel de carbonilas foi aumentada de forma diferente
no grupo 60 dias, embora a fumacga de cigarro induzida no diafragma e dos musculos do
quadriceps aumentou nos dias 7, 15, 30 e 45. Os niveis de sulfidrila diminuiu em todos os
periodos, em comparacdo ao grupo controle. Todavia, a maior alteracdo foi encontrada no

musculo quadriceps apds 7 dias de exposi¢do a fumaga de cigarro, com um pico observado
15° dia.
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Fonte: Dados da pesquisadora

Sulfidrilas
Figura 6:
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Discussao

O principal objetivo do presente estudo foi verificar o efeito da exposicao a
fumacga de cigarro pelo dano oxidativo no musculo esquelético e saber se as alteracdes
morfoldgicas pulmonares e o dano oxidativo sdao tempo-dependente. Além disso, macréfagos
e neutrdfilos estdao aumentados em pacientes com DPOC, mantendo uma estreita relagdo com
a gravidade da doenca »°.

Os nossos dados demonstram o aumento nos leucdcitos, como os macréfagos e
neutréfilos, comecando com a exposicdo a fumaca de cigarro por 45 dias, pode estar
relacionado com os ndmeros de aumento celular e proliferagdo, resultando na ativacdo da
resposta imune °.

Conforme observado, as alteracdes pulmonares induzidas pela fumaca de cigarro
parece decorrer em consequéncia de uma lesdo primdria inflamatéria caracterizada por uma
acumulagcdo de macrofagos alveolares e neutréfilos no trato respiratério inferior, como a

resposta imune e que é crucial na doenga inflamatéria >>.
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Sabe-se que espécies reativas de oxigénio (ERO) desempenham um papel
importante na resposta inflamatoria a exposi¢do de fumaca de cigarro. O estresse oxidativo €
caracterizado pela maior produ¢do de ERO e diminui¢ao dos niveis de antioxidantes, com a
peroxidacdo lipidica, alteracdes ti6is e carbonilacdo de proteinas no plasma ** . O enfisema
pulmonar € associado com estresse oxidativo, respostas intensivas que resulta em uma relagdo
direta entre a atividade de defesa sistémica 14, e os danos oxidativos 2% 2.

O dano oxidativo e inflamacdo no tecido pulmonar apds a exposi¢ao a fumaca de
cigarro, sdo freqiientemente estudados. No presente estudo, detectou uma relacdo entre a
contagem total de neutréfilos presentes apos o 45 ° dia de exposicdo e nivel de TBARS no
tecido pulmonar e do misculo quadriceps, respectivamente (r2 = 0,72, p <0,001 e r2 = 0,93,
p <0,01). Estes dados sdo consistentes com os resultados que mostram a estreita correlagao
entre os aspectos positivos da histopatologia e os niveis de malondialdeido tecidual '®.

Além disso, segundo Macnee o estresse oxidativo medido como TBARS nivel
plasmdtico estd associada a limitacdo do fluxo aéreo ' As alteracdoes do fluxo aéreo
desempenham um papel na func@o dos musculos respiratorios, como o diafragma. Entretanto,
nossos achados demonstram que ha um aumento na intensidade da resposta inflamatéria no
tecido pulmonar comeg¢ando com a exposicdo de 45 dias de fumaca de cigarro, que pode
favorecer o aparecimento de dano oxidativo no musculo quadriceps.

Segundo Park 21 a inalacdo da fumacga do cigarro por 30 dias causa oxidacao
significativa e esgotamento dos niveis de glutationa nos pulmdes. O autor também sugere que
o pulmdo é um alvo primdrio do dano oxidativo pelo tabagismo nos estdgios iniciais, a
fumaca do cigarro, eventualmente, exerce os seus efeitos oxidativos em todos os 6rgaos. Em
nosso estudo, observou-se que a fumacga de cigarro induzida provoca danos oxidativos,
mudancas nio apenas nos pulmodes, mas também nos musculos esqueléticos.

A exposicao ao fumo de cigarros por 30-45 dias foi suficiente para gerar niveis
mais elevados de dano oxidativo no musculo esquelético. Nossos dados sdo consistentes com
as situagdes clinicas em que uma maior deterioracdo do musculo esquelético em pacientes
com DPOC foi observado. Um estudo recente mostrou que a principal limitacdo encontrada
nestes pacientes pode estar relacionada a um menor débito cardiaco associado com limitacdo
do fluxo aéreo °.

Este estudo demonstra que uma estratégia que seja capaz de melhorar a limitacao
do fluxo expiratério e hiperinsuflacdo dinamica (heliox) acelera a dinamica de utilizacdo da
musculatura periférica de oxigénio como conseqiiéncia de uma melhor prestacdo, durante

exercicios de alta intensidade em pacientes com DPOC moderada a grave.
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Acreditamos que essas interagdes podem estar ligadas com o equilibrio redox e
reacOes inflamatorias. Evidéncias recentes demonstram que a heliox podem ter beneficios
terapéuticos atenuando a inflamagao do pulmao, reduzindo o estresse oxidativo e mecanicas
no manejo clinico da lesdo pulmonar aguda "°.

Os danos oxidativos gerados pela exposicdo a fumaca de cigarro no miusculo
esquelético pode levar a perda da funcdo muscular, ou seja, uma queda na forca e conseqiiente
aumento da susceptibilidade 2 fadiga > *>*. A presente investigacdo é a primeira a fornecer
evidéncias de mudancas oxidativas induzidas pelas ERO no diafragma e de proteinas do
musculo quadriceps em animais cronicamente expostos a fumaca de cigarro.

De acordo com nossos resultados, a oxidac¢do protéica foi significativamente
maior nos musculos apds 7 dias de exposi¢ao a fumaca de cigarro. Além disso, durante um
protocolo de exposi¢do a fumaca do cigarro, observamos que 7 a 15 dias de exposic¢do €
suficiente para elevar a carbonilagdo do musculo quadriceps.

A carbonilagdo do diafragma aumentou em 30-45 dias, j4 a carbonilacdo no
pulmdo apenas em 60 dias de exposicdo. Curiosamente, nossos dados indicam que a
exposi¢do a fumaca de cigarro compromete principalmente quadriceps e diafragma, o que
pode significar uma perda significativa da funcdo locomotora e da musculatura respiratdria
em enfisema pulmonar.

De acordo com Barreiro et al. °, os efeitos da oxidagdo protéica muscular no
quadriceps ocorreu numa fase anterior, em comparacdo com os efeitos observados no sistema
respiratorio. Estes resultados reforcam o conceito que fumaca de cigarro, por si s eleva a
toxicidade tecidual da musculatura esquelética dos ratos, independentemente das alteracdes
pulmonares e bronquicas.

Além disso, observou-se que os mesmos animais agudamente expostos a fumacga
de cigarro apresentaram um aumento significativo no TBARS, juntamente com uma reducao
nos niveis de sulfidril muscular imediatamente apds a exposi¢do. A carbonilagio €
fundamental para iniciar o percurso radical e promover a peroxidagao lipidica.

Aparentemente, os estudos sobre a exposicdo cronica a fumaca de cigarro
demonstraram que a fun¢do pulmonar diminui com o tempo de exposicdo a fumacga de
cigarro, a semelhanca do que tem sido observado em humanos ''. Além disso, a exposicdo a

. A : ~ Ao 34
fumaca de cigarro cronica determina a obstrucdo ao fluxo aéreo ™.

Conclusao
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Nosso estudo mostrou, pela primeira vez que as alteracOes oxidativas nas
proteinas musculares ocorreram nos musculos do 7° ao 45° dia de exposi¢do a fumaca de
cigarro. Além disso, este evento ocorreu concomitantemente com as anormalidades do
parénquima induzida pela fumaca de cigarro nos pulmdes, sugerindo um efeito téxico direto
da fumaca de cigarro sobre as proteinas do musculo esquelético. No entanto, torna-se mais
evidente que o enfisema pulmonar é uma doenca complexa, com impacto negativo para todo o
corpo e que o dano oxidativo causado pela exposi¢ao a fumaca de cigarro ocorre primeiro no

musculo esquelético e no tecido pulmonar.
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CAPITULO Ill - NORMAS DA REVISTA

A Respiratory Medicine € uma revista de renome internacional, clinicamente
orientada, combinando a investigacdao de ponta original com opinides state-of-the-art
para lidar com todos os aspectos das doencas respiratérias e as intervengdes
terapéuticas, com uma clara relevancia clinica. A revista € um férum criado para a
publicacdo de trabalho experimental e de fases clinicas na vanguarda da
investigacdo interventiva. Bem como trabalhos de pesquisa original de longa-
metragem, resenhas, correspondéncias e comunicagdes breves. A revista também
publica suplementos regulares em areas de interesse especial.

Apresentacdo Online de Manuscritos

A apresentacdo e analise de todos os trabalhos agora é conduzido
inteiramente online, aumentando a eficiéncia para editores, autores e revisores,
aumentando a velocidade da publicacdo. Os autores sdo guiados passo a passo em
todo o processo, e sdo mantidos a par dos progressos de seu papel em cada etapa.



55

O sistema cria versao em PDF do manuscrito submetido para revisao dupla, revisao
e correcdo. Toda a correspondéncia, incluindo a decisdo do editor e do pedido de
revisdo, € realizada por e-mail. Os autores que solicitam mais informa¢des sobre
submissao on-line sédo fortemente encorajados a ver o sistema, incluindo um tutorial,
em http://ees.elsevier.com/yrmed. Os autores devem estar atentos a revisao dupla, a
orientacdo e o0s tempos de publicacido disponivel na homepage da Revista
Respiratory Medicine.

Revisao Dupla

As inscricdes sdo alocadas para um editor de movimentacado, normalmente
um Editor Associado. Caso o papel seja considerado adequado para a revisao
dupla, revisores apropriados serdo recrutados. Os autores sao obrigados a fornecer
0 nome e o0s dados de contato total de 2 alunos em potencial, embora a escolha dos
alunos fica a critério do editor de manipulacdo.A responsabilidade da decisao final
cabe ao editor de manipulacdo, que se reserva o direito de rejeitar o papel apesar
das criticas favoraveis em funcao das prioridades da revista.

Carta de Apresentacao

Os autores correspondentes devem apresentar uma carta de apresentacao,
que inclui declaracdes, respondendo as seguintes perguntas:

v" A obra foi vista e aprovada por todos os co-autores?

Como o trabalho é clinicamente relevante, e como é que se somam as
pesquisas existentes?

v Tenho documentos estreitamente relacionado com o0 manuscrito
submetido sido publicados ou submetidos para publicagdo em outro
lugar? Em caso afirmativo, fornecer pormenores.

A falha no fornecimento de uma carta abordando cada uma das perguntas
acima resultara na devolucado da obra ao autor. A carta deve ser enviada como um
item de apresentacdo separada. Para consultas, favor contatar o escritorio editorial
da revista diretamente: respiratorymedicine@elsevier.com

Autoria
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Todos os autores deveriam ter feito contribuicbes substanciais para as
seguintes caracteristicas: (1) a concepc¢éao e desenho do estudo, ou a aquisicéo de
dados, ou analise e interpretacao dos dados, (2) redagcédo do artigo ou revisao critica
do conteudo intelectual (3), a aprovacéo final da versao a ser apresentada.

Agradecimentos

Todos os contribuintes que ndo cumprem os critérios de autoria definidos
acima devem ser listadas em uma se¢ao de agradecimentos. Exemplos de pessoas
que poderiam ser reconhecidos incluem uma pessoa que prestaram apoio
puramente técnico, auxilio na redacao ou chefes de departamento que tenham dado
apenas apoio geral. Os autores devem revelar se eles tinham qualquer tipo de
assisténcia por escrito e identificar a entidade que pagou por esta assisténcia.

Conflito de interesse

O potencial de conflito de interesse existe quando um autor (ou a instituicao
do autor), revisor ou editor tem relacdes financeiras ou pessoais que possam
influenciar inadequadamente suas acgdes. Os editores e revisores da Revista sdo
responsaveis por divulgar ao Editor-Chefe qualquer relagdo pessoal ou financeira
gue possa enviesar o seu trabalho durante o processo de revisao dupla. Os autores
sdo especificamente convidados a refletir sobre os conflitos de interesse financeiros
(tais como emprego, consultoria, propriedade de acdes, honorarios de peritos e
testemunhos pagos), assim como outras formas de conflito de interesse, incluindo as
questdes pessoais, académica e intelectual.

Para a declaragao de conflito de interesse de todos os autores devem revelar
as relacbes financeiras e pessoais com outras pessoas ou organizagdes que
poderiam influenciar de forma inadequada (viés) o seu trabalho. Exemplos de
potenciais conflitos de interesse incluem o emprego, consultorias, participacao
acionaria, honorarios, depoimento de peritos pagos, pedidos de patentes / registros,
e de subvencgdes ou outros financiamentos. O conflito de interesse é um item de
apresentacao obrigatéria: os autores sao obrigados a apresentar a declaragao para
prosseguir com sua apresentacdo. A declaragdo do Conflito de Interesse
normalmente sera publicado dentro do corpo do artigo, e sera exibido antes da
secao de referéncias. Todas as fontes de financiamento devem ser declaradas como
um aviso no final do texto. Os autores devem declarar o papel dos patrocinadores do
estudo, se houver, no desenho do estudo, andlise e interpretacdo dos dados, na
redacdo do manuscrito e na decisdo de submeter o0 manuscrito para publicacdo. Se
os patrocinadores do estudo nao tiveram nenhuma participagdo, os autores devem
declarar esse fato.

Ensaios clinicos randomizados

Todos o0s ensaios clinicos randomizados controlados submetidos para
publicacdo na Respiratory Medicine devem incluir uma conclusdo consolidada do
Reporting Standards Trials (CONSORT) fluxograma. Por favor, consulte o site da
declaracdo CONSORT na http://www.consort-statement.org para mais informagdes.
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A Revista Respiratory Medicine aprovou a proposta do Comité Internacional de
Editores de Periddicos Médicos (ICMJE), que exigem, como condicdo de reflexao
para a publicacdo de ensaios clinicos, a inscricdo em um registro de julgamentos
publicos. Os ensaios devem registrar-se antes do inicio da inscricdo do paciente. O
nuamero de registo de ensaios clinicos devem ser incluidas no final do resumo do
artigo. Para esse efeito, um ensaio clinico € definido como qualquer pesquisa que
prospectivamente designa participantes humanos ou grupos de seres humanos para
uma ou mais intervencbes relacionadas a saude para avaliar os efeitos dos
resultados de saude. Intervengdes relacionadas com a saude incluem qualquer
intervengdo usada para modificar um resultado biomédica ou relacionada a saude
(por exemplo, medicamentos, procedimentos cirdrgicos, aparelhos, tratamentos
comportamentais, intervencdes dietéticas e mudancgas no processo de prestacdo de
cuidados). Consequéncias para a saude incluem medidas biomédica ou
relacionados com a saude obtidos em pacientes ou participantes, incluindo as
medidas farmacocinéticas e efeitos adversos. Puramente estudos observacionais
(aqueles em que a atribuicdo da intervencao médica nao € a critério do pesquisador)
nao vai exigir o registro. Mais informagbes podem ser encontradas em
http://www.icmje.org.

Divulgagéo dos resultados dos ensaios clinicos

Ao apresentar um documento de avaliacéo clinica para a revista através do
sistema de submissao on-line, por favor selecione Ensaios Clinicos Livre como um
tipo de artigo. Em consonancia com a posi¢cao do Comité Internacional de Editores
de Revistas Médicas, a Respiratory Medicine nao vai considerar os resultados
registrados no Registro mesmos ensaios clinicos em que o registo principal reside a
publicacdo prévia, se os resultados destacados sdo apresentados sob a forma de
um resumo estruturado (menos de 500 palavras) abstrato ou tabela. No entanto,
divulgar os resultados em outras circunstancias (por exemplo em reunides) €
desencorajado e podem comprometer consideracdo do manuscrito. Os autores
devem divulgar plenamente todas as postagem nos registros dos resultados do
mesmo ou de trabalhos relacionados.

Material suplementar

A Respiratory Medicine aceita material suplementar eletrénico para apoiar e
melhorar a sua investigacdo cientifica. Arquivos Complementares oferecem as
possibilidades de autores adicionais para publicar aplicacbes de suporte, filmes,
sequéncias de animacéao, imagens de alta resolugéo, conjuntos de dados de fundo,
clips de som e muito mais. Arquivos complementares fornecidos serdo publicados
online junto com a versdo eletrébnica do seu artigo, incluindo a Science Direct:
http://www.sciencedirect.com. A fim de garantir que o material apresentado esta
diretamente utilizavel, certifique-se que os dados sédo fornecidos em um dos Nnossos
formatos de arquivo recomendado. Os autores devem apresentar o material em
formato eletronico em conjunto com o artigo e fornecer uma legenda concisa e
descritiva para cada arquivo. Para obter instru¢cdes mais detalhadas, visite nossas
paginas e veja as instru¢des no http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Etica
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Trabalho sobre os seres humanos que sdo submetidos a Respiratory
Medicine deve respeitar os principios estabelecidos na Declaracdo de Helsinki;
Recomendagbes orientando os médicos na investigacdo biomédica envolvendo
seres humanos. Adotado pela 182 Assembleia Médica Mundial, Helsinki, Finlandia,
Junho de 1964, alterada pela 292 Assembléia Médica Mundial, Téquio, Japao, em
outubro de 1975, a 352 Assembléia Médica Mundial, Veneza, Italia, outubro de 1983,
e a 412 Assembléia Médica Mundial, Hong Kong, setembro de 1989. O manuscrito
deve conter uma declaracdo de que o trabalho foi aprovado pelos comités de ética
apropriada relacionados com a instituicado (6es) em que foi realizado e que os
sujeitos deram consentimento informado para o trabalho. Estudos que envolvem
experimentos com animais deve indicar que os seus cuidados estava de acordo com
normas da instituicdo. Nomes, siglas e numeros de Hospital de pacientes e
voluntarios ndo devem ser divulgados.

Direitos autorais

Os trabalhos aceitos e que se tornarem o autor da Revista e sao aceitos
no entendimento de que eles nao tenham sido publicados, ndao estao sendo
considerados para publicacao em outros lugares e estao sujeitos a revisao
editorial. Se os titulos intimamente relacionado com o manuscrito submetido ter sido
publicados ou submetidos para publicacdo em outro lugar, o autor deve mencionar
esse facto na sua carta. ApGs a aceitacao de um artigo, os autores serao convidados
a assinar um "Acordo de Editoracdo de Revistas" (para mais informacdes sobre
estes direitos autorais ver em http://www.elsevier.com/authors). A aceitagdo do
acordo vai garantir a mais ampla divulgacao possivel de informacées. Um e-mail (ou
carta) serda enviado ao autor correspondente confirmando o recebimento do
manuscrito, juntamente com o formulario de "Acordo de Editoracdo de Revistas.
Se excertos de outras obras protegidas estdo incluidas, o autor (s) devem obter
permissao por escrito dos proprietarios de direitos autorais e de crédito a fonte (s) no
artigo. Elsevier disponibiliza os formularios pré-impressos para utilizacao pelos
autores nos seguintes casos: consulte http://www.elsevier.com/permissions. Ou e-
mail healthpermissions@elsevier.com.

Lista de apresentacdo do Manuscrito

Os autores devem garantir que eles tenham enviado os seguintes itens
separados, para que a redagdo possa processar a sua apresentagdo. O nao
fornecimento de qualquer um dos itens obrigatérios abaixo resultar4 na devolugéao
do manuscrito ao autor:

v' Carta de Apresentacao (obrigatorio);

v" Resumo (incluindo o nimero de ensaios clinicos de registo se for caso
clinico) (obrigatério);

v Declaracio de Conflito de Interesses (obrigatério);

v" Manuscrito incluindo a declaragdo de ética conforme o caso
(obrigatério);

v" Arquivo Complementar da Obra, como por exemplo: conjuntos de
dados, arquivos de video (opcional);

v' Permissoes de letras (Se necessario, veja abaixo)
Consolidado do Reporting Standards Trials (CONSORT) fluxograma,
conforme apropriado.
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Comentarios

A revista é aberta a apresentacdo de opinides state-of-the-art sobre temas
importantes com relevancia clinica. Autores para potenciais revisbes sao
encorajados a contatar o editor-adjunto Dr. N. Hanania hanania@bcm.tmc.edu
antecipadamente com as suas propostas de revisao.

Relatos de Casos (Respiratory Medicine CME)

Todos os relatos de caso passardo a deixar de ser considerado para
publicagdo em Respiratory Medicine, mas sim para a publicacdo na Respiratory
Medicine CME. Por favor, note que esta é uma publicacdo separada para a revista
reqular. Os relatos do caso podem ser submetidos a consideracbes para a
Respiratory Medicine CME através do site de submissdo da mesma linha da revista
regular, conforme descrito abaixo. Autores sdo convidados a visitar a Respiratory
Medicine CME para obter informagdes especificas e critérios de aceitacao utilizados.

Preparando seu manuscrito

Os autores devem ter em mente os seguintes pontos adicionais antes de
entrar no processo de submissao.

Formato e estrutura

A maioria dos formatos de texto pode ser acomodado, mas a Microsoft Word
e preferivel. Em geral, os artigos devem estar em conformidade com a estrutura
convencional de Resumo, Introdugdo, Métodos, Resultados, Discussao e
Referéncias.

Titulo

Sua pagina de rosto, deve apresentar o titulo em letras maiusculas (nédo
superior a 100 cartas), um titulo resumido (maximo 50 letras) e os nomes dos
autores (como estao a aparecer), filiacdes e enderecos completos, incluindo cédigo
postal (CEP). O autor e endereco para quem a correspondéncia deve ser enviada
deve ser claramente indicada. Favor fornecer telefone, fax e numeros de e-mail para
o autor correspondente.

Resumo

O resumo de seu manuscrito que resume o contetudo, a um maximo de 250
palavras, deve ser fornecido como um item de apresentacédo separada.

Formato das Referéncias

Os manuscritos devem utilizar o estilo 'Embellished Vancouver para
referéncias, como segue:

Texto: Indique as referéncias por numeros sobrescritos no texto. Os autores
reais podem ser mencionados, mas o numero de referéncia (s) devem ser sempre
fundamentadas.
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Tabela: Numere as referéncias na lista na ordem em que aparecem no texto.
Exemplos:
Referéncia a uma publicacao da Revista:
Van der Geer J, Hanraads RA Lupton JAJ. A arte de escrever um artigo cientifico. J
Commun Sci 2000; 163:51-9.
Referéncia a um livro:
2. W Strunk Jr, EB White. Os elementos do estilo. 3 2 ed. New York: Macmillan,
1979.
Referéncia a um capitulo de um livro editado:
3. Mettam GR, LB Adams. Como preparar uma versao eletrénica de seu artigo. In:
BS Jones, Smith RZ, editores. Introdugéo a era eletrénica. Nova York: E-Publishing
Inc, 1999, p. 281-304. Nota a forma abreviada para o numero da Ultima pagina. por
exemplo, 51-9, e que por mais de 6 autores os 6 primeiros devem ser listados,
seguidos por "et al’. Para mais detalhes, consulte "Requisitos uniformes para
originais submetidos a revistas biomédicas"(J Am Med Assoc 1997; 277:927-34), ver
também http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/terms_cond . html.

Figuras

Figuras de boa qualidade devem ser submetidos on-line como um arquivo
separado. Para obter instrucdes detalhadas sobre a preparacdo da obra de arte
eletrbnica, consultar: http://www.elsevier.com/authors. A permissdo para reproduzir
ilustracoes devem ser sempre obtido antes do envio e detalhes incluidos com as
legendas.

Tabelas

As tabelas devem ser enviadas on-line como um arquivo separado, ter um
titulo curto e descritivo, e ser numeradas em algarismos arabicos. As tabelas devem
ser citadas no texto.

Palavras-chave
Uma lista de trés a seis palavras-chave devem ser fornecidos: instrugdes
completas sdo fornecidas no momento da apresentagéo do artigo online.

Unidades e abreviacdes

Estes devem ser apresentados em unidades S| com a tradicional equivalente
entre parénteses quando apropriado. Convencdes para as abreviaturas devem ser
os descritos nas unidades, simbolos e abreviaturas, disponivel a partir da Royal
Society of Medicine.

Edicao de linguagem

Documentos somente serdo aceitos quando eles sdo escritos em um padrao
aceitavel de Inglés. Autores que necessitam de informacdes sobre servicos de
edicdo de texto e edicdo de linguagem pré-e pds-apresentacdo, visitar
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing ou contato
para mais informacoes authorsupport@elsevier.com. A Elsevier ndo endossa nem
assume a responsabilidade de quaisquer produtos, bens ou servigos oferecidos por
fornecedores externos através dos nossos servigos ou de qualquer publicidade. Para
obter mais informacdes, consulte os nossos Termos e Condicoes.



61

Comunicagdes Breves

Estes devem ser apresentados, conforme detalhado acima, mas nao deve
exceder 1000 palavras, e pode, normalmente, conter apenas uma ilustracdo ou
tabela. As comunicacbes breves contendo novas informacdées podem ser
selecionados para a revisdo dupla e publicacdo rapida, a critério do editor e
conselho editorial.

Informagbes sobre permissdes

Se as ilustracdes sdo emprestadas de fontes publicadas, a permissdo por
escrito deve ser obtido a partir de ambos editor e autor, e uma linha de crédito
acrescentada a fonte da legenda. Se o material de texto, totalizando 250 a 300
palavras, ou tabelas, sdo emprestados de fontes publicadas na integra, & necessario
autorizacao por escrito de ambos editor e autor. Com cotagdes menores, € suficiente
para adicionar um crédito bibliografico. Cartas de permissao para reproducao de
texto ou ilustragcdo deve acompanhar o manuscrito. Se vocé foi incapaz de obter a
permissao, por favor, apontar isso.

Publicacdo Acelerada

A revista aponta para a publicacdo imediata de todos os trabalhos aceitos,
sobretudo as inscricdes que contenham dados novos, podem ser acelerado, para
revisdo e publicacdo. Esta é uma facilidade e € estritamente limitada a critério do
Editor-Chefe.

Provas

Um conjunto de provas de pagina em formato PDF sera enviado por e-mail
para o autor correspondente, o qual sdo solicitados para corrigir e voltar dentro de
48 horas. Apenas pequenas corregdes sao aceitaveis nesta fase. Se ndo temos um
endereco de e-mail, em seguida, as provas em papel serdo enviados pelo correio.
Elsevier agora envia as provas no formato PDF que podem ser anotados, para isso
vocé precisara baixar o Adobe Reader versao 7 disponivel gratuitamente a partir da
Adobe. Instrucdes sobre como fazer anotagdes em arquivos PDF ird acompanhar as
provas. Os requisitos exatos do sistema sao fornecidos no site da Adobe. Se vocé
nao quiser usar o PDF funcao de anotagdes, vocé pode listar as correcoes (incluindo
as respostas ao formulario de consulta) e voltar a Elsevier em um e-mail. Por favor,
liste as suas corregdes citando o nimero da linha. Se, por qualquer motivo, nao for
possivel marcar as correcées e quaisquer outras observacbes (incluindo as
respostas ao formulario de consulta) envie em uma cépia impressa de sua prova e
retornar por fax ou digitalizar as paginas e e-mail, ou pelo correio . Por favor, utilize
esta prova apenas para verificar a composicéo, edicdo, exaustividade e correcao do
texto, tabelas e figuras.

Separatas

O autor correspondente sera dotado de um arquivo PDF do artigo via e-mail
ou, alternativamente, 25 separatas papel livre, sem custo. O arquivo PDF é uma
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versdao com marca d'agua do artigo publicado e inclui uma folha de rosto com a
imagem da capa da Revista e de uma declaracao que define os termos e condicbes
de uso. Separatas de papel adicionais podem ser solicitadas pelos autores. Um
formulario com os precos sera enviada ao autor correspondente.

Artigos aceitos

Para controlar artigos aceitos e definir alertas de e-mail para lhe informar
quando o status de um artigo mudou visite: http://www.elsevier.com/authors. Ha
também orientacbes detalhadas, informagdes de copyright, perguntas frequentes e
muito mais. Detalhes do contato para as questdes suscitadas ap6s a aceitacdo de
um artigo, especialmente aqueles relacionados as provas, sao fornecidos apés o
registro de um artigo para publicagao.

Acordos de financiamento e politicas

Elsevier estabeleceu acordos e politicas desenvolvidas para permitir que os
autores que publicam manuscritos em periddicos Elsevier possam cumprir com as
potenciais exigéncias especificadas em um arquivo com as condicoes da sua
concessao de prémios. Para saber mais sobre os acordos e as politicas de
financiamento, visite http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Escritério EditorialPara contactar o escritério editorial da Respiratory
Medicine, envie e-mail para respiratorymedicine@elsevier.com. Nosso objetivo é
responder a todos os pedidos rapidamente.



