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RESUMO 

 

A síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) é uma doença 

caracterizada pela insuficiência respiratória decorrente a uma resposta 

inflamatória, que apresenta alta morbi-mortalidade. Diversas citocinas parecem 

orquestrar os processos agudo e crônico, mediados principalmente por 

receptores toll like (TLRs). A literatura demonstra que o exercício aeróbio (EA) é 

capaz de diminuir a secreção de citocinas pró-inflamatórias nos pulmões, 

mediado pelo aumento da liberação de interleucina 10 (IL-10), além de o EA 

modular a expressão de TLRs e enzimas antioxidantes. Assim, o objetivo desse 

estudo foi avaliar se os efeitos anti-inflamatórios do EA em modelo experimental 

da SDRA intra e extrapulmonar são mediados por IL-10. Para isso, os animais 

foram submetidos ao treinamento físico em esteira, de intensidade moderada, 

durante 4 semanas. Após 24 horas ao último teste físico, os animais receberam 

LPS por via intra-traqueal (it) (10ug/animal) ou por via intra-peritoneal (ip) 

(100ug/animal). Após 24 horas, os animais foram avaliados para o número de 

células e de citocinas pró e anti-inflamatórias no fluído do lavado broncoalveolar 

(LBA) e no soro, número de neutrófilos no parênquima pulmonar e expressão do 

TLR4, TLR7, SOD, ânion e QL nos homogenatos de pulmão. EA reduziu a 

acumulação de neutrófilos no parênquima pulmonar, tanto LPS it e LPS ip (p 

<0,01) e no LBA (p <0,01). EA atenuou os níveis de citocinas pró-inflamatórias 

no LBA e soro (p <0,05), avaliada por ELISA. EA teve os níveis da citocina anti-

inflamatória IL-10 aumentados no soro e LBA (p <0,05). EA também reduziu a 

expressão de TLR4 nos homogenatos de pulmão (p <0,05) e aumentou a 

expressão de TLR7 no grupo de LPS + EA avaliada por western blotting (p 

<0,05). Os resultados para a enzima antioxidante SOD apresentou aumento 

significante nos grupos submetidos ao EA. Conclui-se que EA reduziu o impacto 

de SDRA induzida por LPS, independente da etiologia e tais efeitos parecem 

estar mediados pela modulação do EA na secreção de citocinas anti-

inflamatórias, principalmente da IL-10, na modulação de TLR4 e TLR7 e no 

aumento da expressão de SOD (p<0,05). 

 

Palavras-chave: Exercício aeróbio. Síndrome do desconforto respiratório 

agudo. Interleucina-10. Receptor toll like 4, Receptor toll like 7. SOD.



 

ABSTRACT 

 

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is a disease characterized by 

respiratory failure due to an inflammatory response, which has high morbidity and 

mortality. Several cytokines seem to orchestrate the acute and chronic 

processes, mainly mediated by toll like receptors (TLRs). The literature 

demonstrates that aerobic exercise (AE) is capable of decreasing the secretion 

of pro-inflammatory cytokines in the lungs mediated increased release of 

interleukin 10 (IL-10), and AE modulate expression of TLRs and antioxidant 

enzymes. The objective of this study was to evaluate whether the anti-

inflammatory effects of AE in an experimental model of intra and extrapulmonary 

ARDS are mediated by IL-10. For this, the animals were subjected to physical 

training on a treadmill, moderate for 4 weeks. 24 hours after the last physical test, 

animals received LPS by intratracheally (it) (10ug / animal) or intraperitoneally 

(ip) (100ug / animal). After 24 hours, the animals were assessed for the number 

of cells and pro- and anti-inflammatory cytokines in bronchoalveolar lavage fluid 

(BAL) and serum were the number of neutrophils in the lung parenchyma and 

expression of TLR4, TLR7, SOD, ânion and QL in lung homogenates. AE 

reduced accumulation of neutrophils in the lung parenchyma, so it LPS and LPS 

ip (p <0.01) and BAL (p <0.01). AE attenuate the levels of proinflammatory 

cytokines in BAL and serum (p <0.05), as measured by ELISA. AE had levels of 

anti-inflammatory cytokine IL-10 increased in the serum and BAL (p <0.05). AE 

also reduced the expression of TLR4 in lung homogenates (p <0.05) and 

increased the expression of TLR7 in group LPS + AE evaluated by western 

blotting (p <0.05). The results for the antioxidant enzyme SOD showed a 

significant increase in the groups submitted to AE. It follows that the impact of 

reduced LPS-induced ARDS, regardless of etiology, and these effects appear to 

be mediated by modulation of the AE secretion of anti-inflammatory cytokines, 

especially IL-10, modulating TLR4 and TLR7 and increased expression of SOD 

(p <0.05). 

 

Keywords: Aerobic exercise. Acute respiratory distress syndrome. Interleukin-

10. Toll like receptor 4, Toll like receptor 7. SOD. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

Síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) e lesão pulmonar 

aguda (LPA) são complicações respiratórias que ameaçam a vida, causando 

insuficiência respiratória grave. LPA é o termo utilizado para descrever a 

resposta pulmonar a uma ampla gama de lesões que ocorram, quer diretamente 

para o pulmão ou como uma consequência de lesão ou inflamação em outros 

locais do corpo. SDRA representa a extremidade mais grave do espectro desta 

condição e está associada a uma taxa de morbi-mortalidade elevada, variando 

entre 30% e 60% (SINGH et al., 2014). Em decorrência a alta mortalidade e 

variabilidade substancial nos resultados em pacientes com SDRA, a 

identificação de fatores de risco para mortalidade são importantes para 

determinar o prognóstico e orientar a tomada de decisão clínica (SINGH et al., 

2014). 

A SDRA é o termo utilizado para definir a insuficiência respiratória 

decorrente a resposta inflamatória que evolui com alteração da permeabilidade 

alvéolo-capilar, edema pulmonar e hipoxemia refratária aos altos fluxos de 

oxigênio (MATUTE-BELLO et al., 2008; MATUTE-BELLO et al., 2011; RANIERI, 

2012; WILLIAMS; CHAMBRES, 2014). 

As causas da SDRA podem ser de origens diretas ou indiretas. As 

principais causas diretas são: pneumonia, aspiração do conteúdo gástrico, 

contusão pulmonar e inalação de substâncias tóxicas. Já as causas indiretas são 

apontadas como: sepse grave, transfusão de sangue, trauma, circulação 

extracorpórea e pancreatite (WALKEY et al., 2012, REISS; UHLIG; UHLIG, 

2012). 

 O início da SDRA se dá pelo período inferior a sete dias do dano clínico 

predisponente, com presença de anormalidades radiográficas, evidenciando 

opacidades bilaterais. A oxigenação apresenta valores críticos de PaO 2 / FiO 2 e 

relação de pressão positiva no final da expiração  (PEEP) com ≥5 cm H 2 O 

(RANIERI, 2012, WALKEY et al., 2012). 

 Um projeto definiu 3 categorias mutuamente exclusivas de SDRA, 

baseado no grau de hipoxemia, de acordo com os valores da relação de Pa O 2 / 

FI O2 : leve (200 mm Hg ≤ 300 mm Hg), moderada (100 mm Hg ≤ 200 mm Hg) e 

grave (≤ 100 mm Hg) e 4 variáveis auxiliares para SDRA grave: gravidade 

radiográfica, complacência do sistema respiratório (≤40 mL/cm H 2 O), PEEP  



 

(≥10 cm H 2 O), e corrigidos volume expirado por minuto (≥10 L / min) (RANIERI, 

2012; WALKEY et al., 2012).  

Estudos têm mostrado que as taxas de SDRA leves (PAO 2 / FiO 2 200-

300) representam apenas 25% dos pacientes com SDRA, com 

aproximadamente 75% dos pacientes com SDRA moderadas ou graves 

(RANDHAWA, R.; BELLIGAN, G., 2007; RANIERI, 2012). 

A evolução dos pacientes portadores da SDRA é muito variável e 

influenciada por diversos fatores. A extensão da lesão da barreira epitélio 

alveolar, é um dos mecanismos mais importantes que determina o grau de 

severidade desta injúria pulmonar (GEISER, 2003). Tipicamente, a SDRA tem 

sido estereotipada como uma resposta para a injúria pulmonar com transição de 

dano alveolar capilar, para a fase proliferativa independente da etiologia inicial 

(SANTOS et al., 2006).  

Evidências específicas decorrentes ao insulto primário, podem determinar 

que diferentes causas de SDRA irão resultar em uma patologia parcialmente 

uniforme. Desta maneira, duas formas de SDRA têm sido descritas: 

SDRA com efeitos diretos nas células epiteliais pulmonares; 

SDRA refletindo um envolvimento pulmonar secundário para uma 

resposta inflamatória sistêmica, apresentando como centro da injúria, a célula 

endotelial pulmonar.  

Dessa forma, tem sido reconhecido que as respostas a SDRA intra e 

extrapulmonar apresentam determinadas particularidades e a relação entre a 

inflamação local e a inflamação subsequente ainda é pouco conhecida. A 

mediação destas respostas ocorre por agentes agressores, que induzem a uma 

produção de mediadores pró-inflamatórios teciduais, resultando numa crescente 

inflamação (GEISER, 2003; BROWNE; PITCHUMONI, 2006; MATUTE-BELLO 

et al., 2008; MATUTE-BELLO et al., 2011; RANIERI, 2012). 

 

1.1.  Lesão do epitélio alveolar na lesão pulmonar aguda 

 

A barreira alveolar normal é composta de três diferentes estruturas: o 

endotélio capilar, o espaço intersticial incluindo a membrana basal e a matriz 



 

extracelular e o epitélio alveolar. O epitélio alveolar consiste de células alveolares 

tipo I e II. A superfície de células tipo I engloba cerca de 90 % da área alveolar. 

O delgado citoplasma provê por aproximação do lúmen alveolar e fluxo 

sanguíneo, a otimização da troca dos gases respiratórios. As células cubóides 

alveolares tipo II são células multifuncionais (GEISER, 2003). 

Elas produzem surfactante, são importantes para ativar clearence do 

líquido alveolar e representam as células progenitoras que regeneram o epitélio 

alveolar após a injúria. Em condições anormais, a barreira epitelial é muito 

menos permeável que a barreira endotelial e impede a passagem de células e 

plasma para o espaço aerado devido à manutenção normal das trocas (GEISER, 

2003). 

A lesão alveolar difusa é uma marca dos pacientes com SDRA, mesmo a 

lesão sendo causada diretamente ou ainda, quando causada indiretamente 

(SANTOS et al., 2006; BROWNE; PITCHUMONI, 2006). Em estudos 

histológicos de tecidos pulmonares provenientes de pacientes com SDRA, a 

primeira lesão aparece como edema intersticial seguido por lesão severa do 

epitélio alveolar. O epitélio alveolar usualmente exibe extensiva necrose das 

células alveolares tipo I deixando uma erosão, porém, mantendo a membrana 

basal recoberta com membranas hialinas. A célula epitelial tipo I é altamente 

vulnerável a lesões, entretanto, a tipo II é a célula mais resistente e pode 

funcionar como progenitora celular para regeneração do epitélio após a lesão.  

A perda da integridade do epitélio alveolar gera consequências funcionais 

e patológicas severas, como por exemplo: existe um influxo de proteínas e 

edema para o espaço aéreo com deposição de membrana hialina na membrana 

basal lesada, hiperplasia da célula alveolar tipo II típica da fase proliferativa da 

SDRA, células alveolares tipo II migrando e iniciando a proliferação ao longo do 

septo alveolar na tentativa de recobrir a membrana basal lesada e restabelecer 

a continuidade do epitélio alveolar, dentro da parede alveolar, fibroblastos 

proliferam e migram através da membrana basal através do exsudato fibroso 

intra-alveolar.  

Se o exsudato fibroso pode resolver esse processo lesivo, a restauração 

da arquitetura normal do pulmão pode ser alcançada. Entretanto, se a célula 

alveolar tipo II migrar sobre a superfície da organização tecidual granular, ocorre 

uma transformação de exsudato intra-alveolar para tecido intersticial, e a fibrose 

intersticial do pulmão pode se desenvolver (GEISER, 2003; BROWNE; 



 

PITCHUMONI, 2006; MATUTE-BELLO et al., 2008; MATUTE-BELLO et al., 

2011; RANIERI, 2012). 

Uma característica fundamental da SDRA é o acúmulo de neutrófilos na 

microvasculatura pulmonar, interstício e no espaço alveolar, e que normalmente 

está presente na fase inicial da SDRA (WILLIAMS; CHAMBERS, 2014).  

A principal função de neutrófilos é proporcionar a defesa do hospedeiro 

imediata contra microorganismos patogênicos. Neutrófilos liberam vários fatores 

antimicrobianos, tais como espécies reativas de oxigênio, proteases e 

armadilhas extracelulares dos neutrófilos (WILLIAMS; CHAMBERS, 2014). 

 

Figura 1. Papel de neutrófilos na síndrome do desconforto respiratório 

agudo (SDRA). Adaptado de Williams, A. E.; Chambers, R. C., 2014. 

No entanto, estes fatores também são tóxicos para as células hospedeiras e 

pode resultar em danos nos tecidos. A acumulação excessiva de neutrófilos na 

SDRA pode contribuir para a progressão da doença. O determinante central para 

o recrutamento de neutrófilos é a liberação de quimocinas, incluindo o quimio 

atrator de neutrófilos, arquétipo de Interleucina-8 (IL-8), a partir de células 

residentes pulmonares. No entanto, a rede de quimiocinas no pulmão inflamado 



 

é complexa e pode envolver várias outras quimiocinas, incluindo Quimiocina (C-

X-C Motif) Ligante 10 (CXCL10), Quimiocina C-C-Motif Ligante 2 

 (CCL2), e Quimiocina C-C-Motif Ligante 7 (CCL7) (WILLIAMS; CHAMBERS, 

2014). 

 

1.2. Reparo do epitélio alveolar na lesão pulmonar aguda 

 

Ainda não são completamente entendidos os fatores que determinam se 

ocorrerá a lesão fibrótica pulmonar ou restauração da arquitetura após a SDRA. 

Uma reparação do epitélio alveolar eficiente é capaz de reduzir o 

desenvolvimento de fibrose em modelos animais desde que a presença de um 

epitélio alveolar intacto precocemente suprima a proliferação fibroblástica e 

deposição de matriz (GEISER, 2003; SANTOS et al., 2006).  

Uma eficiente restauração do epitélio na fase inicial da SDRA além de 

gerar recuperação efetiva do clearence do líquido alveolar, pode 

consequentemente prevenir a fibrose pulmonar. O processo de reparo inclui a 

interação célula-célula entre células tipo II e a matriz celular que são 

coordenadas por uma variedade de mediadores solúveis liberados no espaço 

alveolar durante a SDRA (GEISER, 2003; SANTOS et al., 2006).  

Muitos desses mediadores têm sido encontrados em níveis elevados nos 

lavados broncoalveolares de pacientes com SDRA, como por exemplo, 

Interleucina-1 β (IL-1β), Interleucina-6 (IL-6), IL-8 e fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) (GEISER, 2003; BROWNE; PITCHUMONI, 2006; SANTOS et al., 2006; 

MATUTE-BELLO et al., 2008; MATUTE-BELLO et al., 2011; RANIERI, 2012). 

O início do processo de reparação epitelial provavelmente apresenta-se 

na primeira fase da SDRA. Alguns estudos demonstram que a inibição de IL-1β 

por antagonista de receptor da IL-1 (IL-1ra), significantemente reduz a reparação 

epitelial in vitro, enquanto que, bloqueando o TNF-α, nenhum efeito é induzido, 

sugerindo que a IL-1β modular a maior fração de recuperação in vitro (GEISER, 

2003).  

1.3. SDRA e mediadores Inflamatórios 

 

Tecidos severamente lesados são reconhecidos como produtores de uma 



 

resposta inflamatória local e sistêmica. Essa resposta inflamatória acarreta em 

grande risco de falência orgânica como tem sido visto na SDRA (MATUTE-

BELLO et al., 2008; MATUTE-BELLO et al.,2011; RANIERI, 2012). Alguns 

mecanismos fisiopatológicos têm sido propostos como responsáveis pela injúria 

pulmonar aguda e remota perpetuação sistêmica após a injúria local, como a 

liberação de mediadores pró-inflamatórios, atração e ativação de células 

polimorfonucleares (PMN), principalmente neutrófilos (GEISER, 2003; 

BROWNE; PITCHUMONI, 2006; SANTOS et al., 2006; IPAKTCHI et al., 2006; 

MATUTE-BELLO et al., 2008; MATUTE-BELLO et al.,2011; RANIERI, 2012). 

A Fosfolipase A2 (PLA2) tem sido investigada por muitos autores (MUÑOS 

, et al., 2012; DE LUCA et al., 2013; MACHADO-ARANDA et al., 2013). Ela é 

ativada pela tripsina no duodeno removendo ácidos graxos dos lipídeos. 

Fisiologicamente, a superfície alveolar é recoberta por surfactante que previne 

colapso alveolar mantendo a tensão superficial (MUÑOS , et al., 2012; DE LUCA 

et al., 2013; MACHADO-ARANDA et al., 2013).  

Um dos mais importantes componentes do surfactante pulmonar é o 

fosfolipídeo dipalmitoi-1-fosfatildicolina que é um perfeito substrato para a PLA2. 

Sendo assim, pode-se sugerir que a destruição do surfactante que ocorre na 

SDRA pode estar sendo mediada pela ação da PLA2. A reação básica da 

insuficiência pulmonar e SDRA é a destruição do surfactante (MUÑOS , et al., 

2012; DE LUCA et al., 2013; MACHADO-ARANDA et al., 2013). 

Outro mediador importante é o fator de ativação plaquetário (PAF), que é 

definido como um mediador biológico potente, cujos efeitos se manifestam em 

todo o organismo. O PAF atua na estimulação das células PMN e na regulação 

de sua interação com células endoteliais; facilitando a migração e ativação dos 

leucócitos nos tecidos (BROWNE; PITCHUMONI, 2006). O PAF é um 

componente estrutural da membrana lipídica e sua liberação ocorre através da 

ação da PLA2.  

Trabalhos demonstram que a inflamação sistêmica está associada com a 

ativação da coagulação e o sistema fibrinolítico. (FRANCO et al., 2000, BUSCH 

et al., 2004). O maior iniciador da cascata de coagulação é o fator tecidual (TF), 

sendo o receptor e cofator para o fator de coagulação VII no plasma. O TF é 

induzido por mediadores inflamatórios como a IL-6, IL-8, e proteína quimiotáctica 

de monócitos 1 (MCP1) (BUSCH et al., 2004).  



 

Normalmente o TF é expresso em células em contato direto com o 

sangue, mas podem ser expresso em células intravasculares principalmente 

monócitos e células endoteliais quando estimulados especialmente por 

estímulos inflamatórios incluindo o lipopolissacarídeo (LPS) Escherichia coli. 

Quando em níveis aumentados, o TF pode ser o responsável pelas 

manifestações trombóticas em diferentes estados inflamatórios (FRANCO et al., 

2000). 

Inúmeras citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α) também 

têm sido descritas como importantes no processo fisiopatológico da SDRA 

(MATUTE- BELLO, et a., 2008). Por exemplo, a IL-1β desempenha papel 

fundamental na fisiopatologia da SDRA, uma vez que a ausência da produção 

de IL-1β através do silenciamento do gene para IL-1β ou mesmo através do 

bloqueio farmacológico da IL-1β resultou na completa inibição da neutrofilia 

(LINDAUER et al., 2009).  

Outra citocina que apresenta papel fundamental na fisiopatologia da 

SDRA é a IL-6 (MEDURI et al., 1995;  BHATIA; MOOCHHALA, 2004; REIS 

GONÇALVES et al., 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014). Níveis aumentados 

de IL-6 estão correlacionados com pobre prognóstico de pacientes com SDRA 

(MEDURI et al., 1995), além de apresentarem-se aumentados também em 

modelos experimentais de SDRA (MATUTE- BELLO et al., 2008; REIS 

GONÇALVES et al., 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014), contribuindo para a 

perpetuação da inflamação também agindo como um adjuvante pró-coagulante 

(FU et al., 2012; REIS GONÇALVES et al., 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 

2014).  

A IL-8 é um forte fator quimiotático para neutrófilos nos pulmões e altas 

concentrações desta citocina têm sido observadas nos pacientes com SDRA. 

DONNELY et al. (1993) demonstraram que nos lavados broncoalveolares, os 

níveis de IL-8 são significantemente mais altos em pacientes que desenvolveram 

SDRA que aqueles que não desenvolveram, podendo também ser utilizado como 

um fator prognóstico para a doença (KURDOWSKA et al. 2002).  A IL-8, a qual 

é uma potente quimiocina, responsável pelo recrutamento de neutrófilos, está 

aumentada na SDRA tanto no lavado broncoalveolar (LBA) quanto na circulação 

sistêmica (MATUTE- BELLO, et a., 2008). Além disso, os níveis de IL-8 também 

estão associados com os níveis de gravidade da SDRA além de se 



 

correlacionarem com a taxa de mortalidade provocada pela SDRA (GEISER, 

2003; BROWNE; PITCHUMONI, 2006; SANTOS et al., 2006; MATUTE-BELLO 

et al., 2008, MATUTE-BELLO et al.,2011; MUÑOS , et al., 2012; RAYMONDOS 

et al., 2012; DE LUCA et al., 2013; MACHADO-ARANDA et al., 2013).  

Estudos experimentais demonstram que em modelos de sepsis, a cascata 

de citocinas consiste em TNF-α, IL-1 β e IL-6 (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). 

As duas primeiras citocinas da cascata são TNF-α e a IL-1β, sendo produzidas 

localmente.  

Essas citocinas são usualmente referidas como pró-inflamatórias e tanto 

o TNF-α como a IL-1β, estimulam a produção de IL-6. O TNF-α tem sido 

reportado como um importante modulador na injúria pulmonar aguda (YANG; 

CHEN; GE, 2007). Estudos experimentais têm sugerido que os níveis 

plasmáticos de TNF-α aumentam durante a injúria pulmonar e, bloquear seus 

efeitos biológicos, através de anticorpos, induz a uma diminuição da severidade 

da lesão (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Além disso, injeções intra-venosas 

de TNF-α induzem à injúria pulmonar aguda com sequestro de neutrófilos e 

aumento da permeabilidade microvascular (BROWNE; PITCHUMONI, 2006; 

YANG; CHEN; GE, 2007). 

A interleucina-17 (IL-17) é o membro fundador de uma nova família de 

citocinas que recentemente ganhou destaque devido à sua participação nas 

doenças auto-imunes em humanos e animais. A família da IL-17 é composto por 

seis membros, incluindo IL-17 (também chamado de IL-17A), IL-17B, IL-17C, IL-

17D, IL-17E (também chamado de IL-25), e IL-17F (AGGARWAL, S., GURNEY, 

A. L., 2002; KOLLS, J. K., LINDEN, A., 2004).  

Entre eles, a IL-17 e IL-17F são expressas por um novo subconjunto de 

células T CD4 + e as células T auxiliadoras que desempenham função crítica na 

inflamação e auto-imunidade (CHEN, D., 2008). 

Em um estudo realizado por HAGAU et al (2010), os autores 

demonstraram que quando comparado os níveis de IL-8, TNF- α e IL-17, os 

pacientes com SDRA de origem bacteriana, apresentaram níveis mais elevados 

quando comparados ao de origem viral.  

 

1.4 Receptores Toll Like (TLRs) e SDRA  

 

Os Receptores Toll Like (TLRs) são glicoproteínas tipo I integrais de 



 

membrana possuindo um domínio extracelular e um domínio citoplasmático 

homólogo ao receptor para IL-1, o qual é denominado de domínio de receptor 

Toll-IL-1 (BALAMAYOORAN et al., 2010). 

Os TLRs exercem um papel fundamental na resposta imune inata contra 

patógenos endógenos e exógenos. Atuam na defesa contra infecções 

bacterianas, microbacterianas, fúngicas e agentes patogênicos virais do pulmão 

(LAFFERTY, 2010; KOVACH, M. A; STANDIFORD, T. J. 2011).  

Uma estratégia que é usada por TLRs para indução seletiva de uma 

resposta do hospedeiro, é o reconhecimento de estruturas microbianas originais 

denominadas padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs). Na 

literatura, são evidentes onze genes TLRs funcionais que desempenham papéis 

diferentes na defesa do hospedeiro, inflamação, autoimunidade e neoplasia, 

descobertos em animais e no ser humano (LAFFERTY, 2010; KOVACH, M. A; 

STANDIFORD, T. J. 2011).  

O estímulo dos TLRs estimulam uma cascata de sinalização resultando 

em ativação do fator de transcrição nuclear (NF-kB) e subseqüente produção de 

citocinas e quimiocinas. O receptor de toll like 1 (TLR1), receptor de toll like 2 

(TLR2), receptor de toll like 4 (TLR4), receptor de toll like 5 (TLR 5) e receptor de 

toll like 6 (TLR 6) estão localizados na superfície celular, enquanto os receptor 

de toll like 3 (TLR 3), receptor de toll like 7 (TLR 7) e receptor de toll like 9 (TLR 

9) estão localizados na membrana endosomal. O ligante de TLR4 liga-se ao 

TLR4 em associação com a proteína de ligação do LPS (Proteína ligante - LBP), 

ao grupo de diferenciação 14 (CD14) e ao fator de diferenciação mielóide 2 

(MD2) (BALAMAYOORAN et al., 2010). Exemplos prototípicos de PAMPs 

incluem LPS, um componente da membrana exterior de bactérias gram-

negativas que estimula TLR4 (QURESHI, 1999). 

Especificamente, o TLR 4 apresenta papel importante no reconhecimento 

de LPS e na ativação da cascata inflamatória. Um estudo realizado por BEN et 

al (2010), os autores evidenciaram que o TLR4 desempenha um papel 

importante na patogênese da isquemia-reperfusão intestinal aguda induzida, 

principalmente no processo lesivo e inflamatório do pulmão e que a kinase p38 

e NF-kB pode estar envolvida na sinalização de TLR4 durante os processos de 

isquemia-reperfusão intestinal aguda. 

Na SRDA, a super-expressão do TLR4 têm sido observada tanto nos 

estudos clínicos quanto nos estudos experimentais (BALAMAYOORAN et al., 



 

2010; BEN et al., 2010; HE et al., 2012). A ativação do TLR4, por exemplo, tem 

demonstrado ter um papel importante no processo fibrótico na fase inicial da 

SDRA por ativar fibroblastos (HE et al., 2012). Além disso, a expressão de TLR4 

também está relacionada à ativação não somente de neutrófilos (SMUDA et al., 

2011), mas também de linfócitos T em modelos de SDRA (MATSUGUCHI et al., 

2000). 

Alguns outros dados já indicam que o TLR2 e TLR4 promovem a 

inflamação do pulmão em diferentes respostas, seja ela ocasionada por LPS ou 

por bleomicina (JIANG et al, 2006; QURESHI et al., 2006). A ativação de TLR 4 

também pode promover a lesão pulmonar em resposta à exposição ao ozônio 

KLEEBERGER, 2001) . 

Em estudo realizado por HE et al (2014), utilizando TLR4 mAb, que é um 

inibidor de sinalização de TLR4 em um modelo de LPA induzida por LPS, os 

autores evidenciaram a supressão nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, 

TNF- α e IL-6. 

Em estudo realizado por YANO et al (2010), os autores demonstraram 

que o exercício exaustivo realizado em camundongos, reduz TNF-alfa e 

produção de IFN-gama em resposta a R-848,  através do TLR 7.  

 

1.5. Estresse oxidativo e SDRA 

  

 Conforme descrito anteriormente, a SDRA é caracterizada por hipoxemia 

progressiva e edema pulmonar, com crescente ativação de migração de 

neutrófilos, o que favorece a destruição endotelial capilar e epitelial alveolar 

(WARE E MATTHAY, 2000).  Estas células inflamatórias transmigram através do 

endotélio e do epitélio para o espaço alveolar e liberam uma variedade de 

compostos pró-inflamatórias, incluindo enzimas proteolíticas, espécies reativas 

de oxigênio e citocinas inflamatórias. Acredita-se que um aspecto chave desta 

resposta inflamatória pulmonar é mediado por níveis aumentados de espécies 

reativas de oxigênio (CHOW, et al., 2003).  

O mecanismo de ação LPS envolve a via do estresse oxidativo em 

algumas doenças como a lesão pulmonar relacionada à sepse. Estudos 

anteriores sugerem que as alterações no metabolismo antioxidante 



 

desempenham um papel importante no desenvolvimento de lesão pulmonar 

induzida por LPS em animais (THIMMULAPPA, et al., 2006). 

Algumas evidências experimentais já indicam que o exercício regular é 

capaz de aumentar as defesas antioxidantes no coração, músculo e no fígado 

de ratos (VENDITTI E DI MEO, 1997) e também para evitar a peroxidação de 

lipídeos e de proteínas para o dano oxidativo presente na lesão pulmonar 

(PINHO ET AL., 2006, 2009).  

 Em trabalho realizado por (DE CUNHA, et al. 2013), os autores 

evidenciaram um aumento significante na enzima antioxidante superóxido 

dismutase no grupo de animais que foram submetidos ao exercício aeróbio de 

intensidade moderada, realizado durante 10 semanas. 

 

1.6. Exercício aeróbio (EA) e Sistema Imune 

  

Os efeitos anti-inflamatórios do Exercício Aeróbio (EA) têm sido 

extensivamente investigados (MATSUGUCHI et al., 2000; CERVANTES-

BARRAGAN et al., 2007). De maneira geral, há um consenso na literatura de 

que o EA de alta intensidade e longa duração desencadeia uma resposta pró-

inflamatória enquanto as atividades de intensidade leve e moderada e de média 

ou longa duração desencadeiam uma resposta anti-inflamatória (MATSUGUCHI 

et al., 2000; MOLDOVEANU et al., 2001; COSTA-ROSA; VAISBERG, 2002; 

PETERSEN; PEDERSEN, 2005; ZIEKER  et al., 2005; CERVANTES-

BARRAGAN et al., 2007;).  

Grande parte dos efeitos imunomoduladores do EA têm sido 

demonstrados em casos de aterosclerose, diabetes, câncer de cólon e de mama 

e de doenças cardíacas isquêmicas. Esses estudos demonstram que as 

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

1β, TNF-α, IL-6, IL-8, MCP-1 e fator estimulador de colônias de granulócitos (G-

CSF) (MATSUGUCHI et al., 2000). Entretanto, um número maior de estudos tem 

demonstrado que os efeitos anti-inflamatórios do EA é mediado pelo aumento da 

síntese de Interleucina-10 (IL-10) (MATSUGUCHI et al., 2000; COSTA-ROSA; 

VAISBERG, 2002; PETERSEN; PEDERSEN, 2005; ZIEKER  et al., 2005; 

CERVANTES-BARRAGAN et al., 2007).  
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A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória e previne a produção de 

mediadores pró-inflamatórios, particularmente TNF-α por macrófagos e células 

T, além de inibir a liberação de IL-6 e IL-1β e estimular a síntese de IL-1ra 

(MATSUGUCHI et al., 2000; COSTA-ROSA; VAISBERG, 2002; PETERSEN; 

PEDERSEN, 2005; ZIEKER  et al., 2005; CERVANTES-BARRAGAN et al., 

2007). Além do mais, alguns estudos têm demonstrado que esse efeito do EA 

sobre a síntese de IL-10 não é apenas sistêmico, mas também ocorre nos 

pulmões (PEDERSEN; TOFT, 2000; MOLDOVEANU et al., 2001; VIEIRA et al., 

2007; VIEIRA et al., 2008; VIEIRA et al., 2011; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014). 

A IL-10 é conhecido por ser produzida principalmente por células Treg 

células mas também por células T helper 2 (Th2), T helper 1 (Th1), T helper 17 

(Th17), monócitos, macrófagos e células dendríticas (CD) (MAYNARD; 

WEAVER, 2008). IL-10 regula negativamente ou inibe completamente a 

expressão de diversas citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores solúveis, 

assim, comprometendo ainda mais a capacidade de células T efetoras para 

sustentar respostas inflamatórias (MAYNARD; WEAVER, 2008). 

 

1.7. Exercício aeróbio (EA) e Doenças Pulmonares 

 

Inúmeros trabalhos têm demonstrado que o EA apresenta efeitos 

benéficos sobre a resposta imunológica/inflamatória dos pulmões em diferentes 

modelos experimentais de doenças pulmonares. Dentre esses trabalhos 

destacam-se os efeitos anti-inflamatórios do EA em modelos de asma (PASTVA 

et al., 2004; PASTVA et al., 2005; VIEIRA et al., 2007; et al., 2008; et al., 2011; 

et al., 2013; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2012; OLIVO et al., 2012; SILVA et 

al., 2014), doença pulmonar obstrutiva crônica (MENEGALI et al., 2009; 

TOLEDO et al., 2012), lesão pulmonar aguda (MUSSI et al., 2008; RAMOS et 

al., 2010; REIS GONÇALVES et al., 2012) e até em resposta aos efeitos pró-

inflamatórios da poluição atmosférica (VIEIRA et al., 2012). 

Alguns estudos têm demonstrado que boa parte do aumento da produção 

de IL-10 durante o exercício físico ocorre pelos músculos esqueléticos ativados 

durante o exercício (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). 

Em trabalho realizado em modelo de asma, os autores demonstraram o 

efeito do exercício aeróbio de baixa e moderada intensidade em diminuir a 
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infiltração eosinofílica nas vias aéreas, vasos pulmonares e no parênquima 

pulmonar e também diminuir a expressão de citocinas pró-inflamatórias T helper 

tipo 2 (Th2) Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-5 (IL-5), assim como o NF-kB, 

comparados ao grupo asma. Esses mesmos grupos apresentaram um aumento 

nos níveis de IL-10, demonstrando que parte destes efeitos poderia estar sendo 

mediados pelo aumento da expressão dessa citocina anti-inflamatória (VIEIRA 

et al., 2007; VIEIRA et al., 2008).  

Em estudo realizado por SILVA et al (2010), os autores demonstraram um 

aumento de Imunoglobulina E (IgE) e Imunoglobulina G (IgG) no grupo asma + 

exercício aeróbio, e redução de eosinófilos, células do grupo de diferenciação 3+ 

(CD3+), do grupo de diferenciação 4+ (CD4+), IL-4, IL-5, Interleucina-13 (IL-13), 

NF-kB nas vias aéreas, na remodelação, na síntese de muco, na espessura do 

músculo liso comparado com o grupo asma. Houve aumento significativo de IL-

10 e IL-1ra nesse mesmo grupo. 

Mais recentemente, SILVA et al (2014) mostraram que o grupo asma 

induziu um aumento de leucócitos nas vias aéreas. Após 7 dias, o exercício 

aeróbio foi capaz de reverter o número de eosinófilos induzida por ovalbumina 

(OVA) e migração de macrófagos das vias aéreas, a expressão de IL-5 e demais 

indutores. Contudo, a reversão total ocorreu somente após 15 dias ao exercício 

aeróbio, sendo mantidos até o dia 30. 

Segundo VIEIRA et al (2014), o exercício aeróbio de baixa intensidade 

reduziu os níveis de IL-4, IL-5, IL-13 no LBA, os níveis séricos de IL-5. Por outro 

lado houve o aumento dos níveis de IL-10 no soro e LBA. Além disso, reduziu a 

ativação de leucócitos, quimiocinas e moléculas de adesão. EA também diminuiu 

a expressão de fatores de crescimento. 

Em estudo realizado em um modelo de doença pulmonar obstrutiva 

crônica, os autores mostraram que o exercício inibiu substancialmente o 

aumento das espécies reativas de oxigênio no LBA e expressão de isoprostano 

8 no tecido pulmonar induzida por cigarro . Além disso, o exercício inibiu 

significativamente os decréscimos nos níveis de IL-10 e superóxido dismutase 

(SOD) induzida pela exposição à fumaça do cigarro Exercício também aumentou 

o número de células que expressam a glutationa peroxidase (GPX) (TOLEDO et 

al, 2012).  

Em um segundo trabalho realizado com exercício aeróbio e fumo, os 

autores relataram que o exercício físico atua auxiliando na diminuição da 



 

produção de oxidante e o aumento da atividade do sistema de defesa 

antioxidantes enzimáticos, mas não foi capaz de reverter danos induzidos pelo 

cigarro (MENEGALI et al, 2009).  

Em um modelo experimental de poluição atmosférica, desenvolvida em 

camundongos, o exercício aeróbio inibiu o aumento induzido por partículas de 

exaustão de diesel nos níveis de espécies reativas de oxigênio, óxido nítrico 

exalado e de células diferenciais totais. Os níveis de IL-6 e TNF-α no fluido do 

LBA, nível de neutrófilos, densidade de colágeno no parênquima pulmonar, 

níveis de IL-6, KC e TNF-α no plasma e a expressão de IL-1β, KC e TNF-α por 

leucócitos no parênquima pulmonar (VIEIRA et al, 2012). 

 

1.8. Exercício aeróbio (EA) e SDRA 

 

Em estudo realizado por MUSSI et al (2008), os autores demonstraram 

que a atividade física aeróbia realizada através da natação, em ratos Wistar, 

previamente à indução da isquemia e reperfusão foi capaz de inibir a elevação 

dos níveis de extravasamento de proteína, e de IL-1β e do TNF-α, sem inibir os 

aumentos nos níveis de mieloperoxidase (MPO). Entretanto, os autores não 

avaliaram os efeitos do exercício sobre as alterações da mecânica pulmonar, 

sobre a inflamação pulmonar, exceto sobre os níveis de MPO. De maneira mais 

importante, os autores também não avaliaram um grupo somente submetido à 

atividade física aeróbia. 

Em um estudo realizado por RAMOS et al (2008), demonstrou pela 

primeira vez que o condicionamento aeróbio prévio através do treinamento de 

natação de baixa intensidade inibe a inflamação neutrofílica em um modelo de 

lesão pulmonar aguda induzida por LPS e que esses efeitos parecem estar co-

relacionados com a diminuição dos níveis de óxido nítrico exalado. 

Em um estudo realizado por GONÇALVES et al. (2012), os autores 

investigaram os mecanismos envolvidos nos efeitos protetores do exercício 

aeróbio em um modelo de lesão pulmonar aguda induzida por LPS em 

camundongos. Os resultados apresentados demonstraram que o LPS resultou 

em aumento da instilação níveis de óxido nítrico exalado, números elevados de 

células totais e de neutrófilos no LBA, número superior de neutrófilos e de TNF-



 

α, células positivas no parênquima pulmonar, valores elevados de resistência e 

elastância pulmonar, aumento das proteínas de lavagem pulmonar, aumento nos 

níveis plasmáticos de IL-6 e IL-10 e aumento nos níveis de IL-1β, IL-6 e KC no 

LBA. 

 Também demonstraram que o exercício de baixa intensidade realizado 

durante cinco semanas antes da instilação intratraqueal de LPS, promoveu a 

diminuição da resistência e elastância pulmonar, inibiu a infiltração de neutrófilos 

e de tecido da expressão de TNF-α no tecido pulmonar, promoveu a diminuição 

da concentração de óxido nítrico exalado, aumentou a expressão de SOD-2, 

receptores de glicocorticóides, IL-6 e IL-10 no tecido pulmonar e os níveis de IL-

1β no LBA (GONÇALVES, 2012). 

Estes resultados sugerem que o EA pode desempenhar um papel 

importante na proteção dos efeitos inflamatórios no pulmão, alterando o perfil 

inflamatório e aumentando a expressão de anti-oxidantes no tecido pulmonar 

(RAMOS et al, 2008). 

Como parte dos possíveis mecanismos dos efeitos imunomoduladores do 

EA, encontram-se os efeitos do EA reduzindo a expressão dos TLRs em 

monócitos e em músculo esquelético (GLEESON et al, 2006). Assim, fica a 

hipótese de que o EA poderia aumentar a síntese de IL-10 nos pulmões e 

também reduzir a expressão dos TLRs nos pulmões dos animais com SDRA 

induzido por LPS, como parte dos mecanismos envolvidos nos efeitos anti-

inflamatórios do EA. 

Portanto, uma vez que tem sido demonstrado que EA de intensidade leve 

e moderada, realizado com frequência de três a cinco vezes por semana e de 

duração entre 30 e 60 minutos apresenta efeitos benéficos sobre o sistema 

imune, com repercussão direta sobre os pulmões em diferentes doenças 

pulmonares, avaliamos os efeitos de quatro semanas de exercício aeróbio em 

esteira a uma intensidade de 60% da carga máxima, a uma frequência de cinco 

vezes por semana e com duração de 60 minutos por sessão, acreditamos que o 

EA realizado conforme os parâmetros apresentados acima podem apresentar 

efeitos benéficos sobre os leucócitos em um modelo experimental de lesão 

pulmonar aguda intra e extrapulmonar induzido por LPS. 



 

 

1.9. Justificativa  

 

Um dos mais importantes mecanismos que determina a severidade da 

injúria pulmonar na SDRA é a magnitude da lesão da barreira epitelial. A 

possibilidade de reparar o epitélio num estágio precoce é o maior determinante 

da recuperação. Tratamentos específicos para acelerar o reparo do epitélio 

alveolar ainda não existem. Muitas das modalidades terapêuticas testadas 

atualmente baseiam-se na tentativa de diminuir a inflamação pulmonar para 

minimizar a lesão inicial. Sabendo-se que grande parte do processo inflamatório 

se dá pela ativação local e sistêmica de citocinas como TNF-α e IL-1β e que 

exercícios aeróbicos de intensidade leve e moderada já têm demonstrado 

possuir efeito na diminuição destas citocinas via aumento da liberação de IL-10 

nos pulmões, o presente projeto teve como hipótese que: 

O EA de intensidade moderada realizado previamente poderia resultar em 

uma menor resposta à injúria pulmonar realizado em modelos experimentais de 

SDRA intra e extrapulmonar induzida por LPS, em um modelo experimental de 

SDRA. 

O EA seria capaz de favorecer o aumento da produção da citocina anti-

inflamatória IL-10, seguido de sua atuação com efeitos na redução dos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias, realizado em modelos experimentais de SDRA intra 

e extrapulmonar induzida por LPS, em um modelo experimental de SDRA. 

O EA seria capaz de modular a expressão de TLRs nos pulmões dos 

animais em modelos experimentais de SDRA intra e extrapulmonar induzida por 

LPS, realizado em um modelo experimental de SDRA. 

 

2. OBJETIVO 

 

2.1.  Objetivo geral 

 

Avaliar o papel da IL-10 sobre os efeitos anti-inflamatórios do EA de 

intensidade moderada na SDRA intrapulmonar e extrapulmonar induzida por 

LPS. 



 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar os efeitos do EA sobre os níveis celulares no LBA na SDRA 

intrapulmonar e extrapulmonar induzida por LPS. 

Avaliar os efeitos do EA sobre o número de neutrófilos no parênquima 

pulmonar na SDRA intrapulmonar e extrapulmonar induzida por LPS. 

Avaliar os efeitos do EA sobre os níveis de citocinas pulmonares e 

sistêmicas pró e anti-inflamatórias (IL-1β, IL-6, CXCL1/KC, IL-10, interferon- γ 

(IFN-γ) e TNF-α) na SDRA intrapulmonar e extrapulmonar  induzida por LPS. 

Avaliar os efeitos do EA sobre a expressão do TLR 4 e 7 nos homogenatos 

de tecido pulmonar na SDRA intrapulmonar e extrapulmonar  induzida por LPS. 

Avaliar os efeitos do EA sobre a expressão de SOD, ânion e QL nos 

homogenatos de tecido pulmonar na SDRA intrapulmonar e extrapulmonar 

induzida por LPS. 

 

 

 

 

 

  



 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Comitê de Ética 

  

O projeto do atual trabalho foi submetido ao Comitê de Ética e Pesquisa 

no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho e foi aprovado com protocolo 

de número AN0035.2013. 

 

3.2. Animais 

 

Os animais foram obtidos do Departamento de Imunologia do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo e mantidos no Biotério 

Central da Universidade Nove de Julho, em condições controladas de umidade 

(50%-60%), luminosidade (12horas claro/12 horas escuro) e temperatura (22°C 

- 25°C). Foram utilizados 30 Camundongos C57Bl/6, machos, com 8 semanas 

de idade, pesando aproximadamente 20 gramas, os quais foram distribuídos 

aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais (n = 5 animais em cada 

grupo): 

 

 3.3. Grupos experimentais 

 

3.3.1. Experimento em animais C57Bl/6 

 

Os animais foram divididos em 6 grupos, sendo eles: 

 

1 – Controle (Co): animais submetidos à 5 semanas de repouso, após este 

período receberam administração intratraqueal de NaCl 0,9%., e sacrificados 24 

horas após esta administração. 

 

2 – LPS intratraqueal (LPS it): animais submetidos à 5 semanas de 

repouso, após receberam administração intratraqueal de LPS Escherichia Coli 



 

(E. Coli) (10μg/animal), e sacrificados 24 horas após essa administração. 

 

3 – LPS intraperitoneal (LPS ip): animais submetidos à 5 semanas de 

repouso, após receberam administração intraperitoneal de LPS E. Coli 

(100μg/animal), e sacrificados 24 horas após essa administração. 

 

4 – Exercício aeróbio (EA): animais submetidos previamente ao exercício 

aeróbio de intensidade moderada durante 4 semanas. 

 

5 – Exercício aeróbio + LPS intratraqueal: (EA+LPS it): animais 

submetidos previamente ao exercício aeróbio de intensidade moderada (60% da 

máxima capacidade física) durante 4 semanas, submetidos à administração 

intratraqueal de E. Coli LPS (10μg/animal), 24 horas após o término da última 

sessão e sacrificados 24 horas após essa administração. 

 

6 – Exercício aeróbio + LPS intraperitoneal: (EA+LPS ip): animais 

submetidos previamente ao Exercício aeróbio de intensidade moderada (60% da 

máxima capacidade física) durante 4 semanas, após receberam injeção 

intraperitoneal de LPS E. Coli (100μg/animal) e sacrificados 24 horas após essa 

administração). 

 

3.4. Protocolo experimental 

 



 

3.5. Modelo de Exercício aeróbio de intensidade moderada 

 

Os animais foram adaptados em esteira ergométrica para camundongos 

(Imbramed, RS, Brasil) durante 3 dias (0,3 km/h) por 15 minutos. No dia seguinte 

foram submetidos ao teste de esforço conforme previamente descrito. O teste de 

esforço foi repetido ao final do protocolo para avaliar quanto os animais 

melhoraram ou não o condicionamento físico (REIS GONÇALVES et al., 2012; 

VIEIRA et al., 2007, VIEIRA et al. 2008, VIEIRA et al. 2011). Os animais foram 

treinados a uma intensidade moderada, correspondendo a 60% da máxima 

velocidade alcançada no teste de esforço. O treinamento de intensidade 

moderada foi realizado durante 4 semanas, 5 vezes por semana, 1 hora por 

sessão de treinamento (REIS GONÇALVES et al., 2012; VIEIRA et al., 2007, 

VIEIRA et al. 2008, VIEIRA et al. 2011). 

 

 

 

Figura 2. Demonstração do Exercício Aeróbio de moderada intensidade. 

  

3.6. Modelo de SDRA intrapulmonar e extrapulmonar    

 

Vinte e quatro horas após a última sessão de treinamento físico, cada 

animal recebeu a administração intra-traqueal de 10µg de LPS e foram avaliados 

24 horas após essa administração (para reprodução do modelo de SDRA 

intrapulmonar). Para o modelo de lesão pulmonar aguda extrapulmonar, 100µg 

de LPS foram administrados via injeção intra-peritoneal e da mesma maneira, os 

animais foram avaliados 24 horas após a aplicação (SANTOS et al., 2006). O 

lipopolissacarídeo utilizado foi LPS de E. coli [026:B6, 10µg] (Sigma Aldrich). 



 

 

 

 

Figura 3. Demonstração do modelo de SDRA Intrapulmonar – LPS it (1a 

e 2a) e modelo de SDRA extrapulmonar – LPS ip (1b).  

 

3.7. Eutanásia dos animais  

 

Os experimentos foram realizados 24 horas após a administração de LPS 

e o teste físico final, e após anestesia dos animais com quetamina e xilazina (100 

mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). Sob anestesia, os animais foram 

eutanasiados através exsanguinação da aorta abdominal (o sangue total foi 

coletado e utilizado para análises).  

 

3.8. Coleta do sangue e análise do soro sanguíneo 

 



 

Foi realizada incisão cirúrgica no abdômen do animal e coletada 

aproximadamente 1 ml da amostra de sangue da artéria aorta abdominal. As 

amostras foram centrifugadas 6000 rpm, à 04ºC, por 10 minutos).  O soro 

resultante foi aliquotado e armazenado a -20 ºC para análise das citocinas IL-1 

β, IL-6, CXCL1/KC, IL-10, IFN-γ e TNF-α através da técnica imunoenzimática – 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

 

3.9. Avaliação da inflamação pulmonar no LBA 

 

Após anestesia, coleta sanguínea e exsanguinação, os animais foram 

traqueostomizados e canulados e os pulmões foram lavados com 3 x 0,5 ml de 

tampão fosfato salino (PBS). O volume do lavado recuperado foi centrifugado 

(1600 rpm, durante 05 minutos) a 05°C, e o sobrenadante coletado e 

armazenado a – 70° C para análise das citocinas por meio de ELISA. O botão 

de células foi ressuspendido em 1 ml de cloreto de sódio estéril (NaCl 0,9%) e 

utilizado para avaliação do número de células total e diferencial.  

Vinte microlitros foram utilizados para contagem do número total de 

células com auxílio de uma câmara de neubauer. Duzentos microlitros foram 

utilizados para contagem diferencial após centrifugação (05 minutos, 1300 rpm, 

4 ºC) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments Sewickley, PA) e coloração das 

lâminas com May-Grun-wald-Giemsa. Foram contadas 300 células por lâmina 

(REIS GONÇALVES et al., 2012; VIEIRA et al., 2007, VIEIRA et al. 2008, VIEIRA 

et al. 2011). 

 

3.10. Análise quantitativa de neutrófilos no parênquima pulmonar 

 

Com o intuito de avaliar os efeitos do EA sobre a densidade de neutrófilos 

no espaço parênquima pulmonar, o pulmão esquerdo foi coletado após infusão 

de 0,5 ml de Tissue Tek® e congelado a -70°C. Utilizando-se de um criostato, 

cortes de 4um foram realizados e as lâminas coradas com o corante hematoxilina 

e eosina (GONÇALVES et al., 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014). A análise 

quantitativa da densidade de neutrófilos no parênquima foi realizada através da 

técnica morfométrica (GONÇALVES et al., 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 

2014). 



 

3.11. Avaliação dos níveis de citocinas no LBA e no soro por ELISA 

 

Os níveis de IL-1β, IL-6, CXCL1/KC, IL-10, TNF-alpha e IFN-γ no LBA e 

soro foram avaliados através dos kits da BD Biosciences, Biolegends e da R&D 

Systems. 

A avaliação dos níveis de citocinas de amostras de LBA e soro com a 

utilização dos kits da BD Biosciences, Biolegends foi realizada de acordo com os 

procedimentos do ensaio especificado pelo kit, sendo as seguintes: 

 

1 – Adição de 100ul do Anticorpo (Ac) de captura diluído em cada poço. 

Incubação feita por período “overnight” à 4ºC; 

2 – Aspiração do conteúdo e 5 lavagens com tampão especificado no kit, 

seguido da secagem da placa, invertendo a placa e movimentando-a contra as 

toalhas de papel limpo; 

3 – Bloqueio da placa: 200 ul do diluente de ensaio em cada poço. 

Incubação por 1 hora à temperatura ambiente; 

4 - Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

5 – Adição das amostras, com volume final de 100ul por poço. Preparo da 

curva (realizada através da colocação de 100ul do standard/poço, seguido de 

diluição em série). Incubação por 2 horas em temperatura ambiente; 

6 - Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

7 – Adição de 100 ul do Ac de detecção diluído em cada poço. Incubação 

por 1 hora em temperatura ambiente; 

8 - Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

9 – Adição de 100 ul de estreptavidina peroxidase (SAv-HRP) diluído em 

cada poço. Incubação por 30 minutos à temperatura ambiente; 

10 – Aspiração do conteúdo e 7 lavagens com tampão especificado no kit, 

seguido da secagem da placa, invertendo a placa e movimentando-a contra as 

toalhas de papel limpo; 

11 – Adição de 100 ul da solução de substrato tetrametilbenzedina (TMB) 

em cada poço. Incubação por 30 minutos, no escuro, à temperatura ambiente; 

12 – Adição de 50 ul de solução de parada em cada poço; 

13 - Leitura da placa realizada dentro de 30 minutos, à 450 nm. 

 

A avaliação dos níveis de citocinas de amostras de LBA e soro com a 



 

utilização dos kits da R&D Systems. foi realizada de acordo com os 

procedimentos do ensaio especificado pelo kit, sendo as seguintes: 

 

1 – Adição de 100ul do Ac de captura diluído em cada poço. Incubação 

feita por período “overnight” em temperatura ambiente; 

2 – Aspiração do conteúdo e 3 lavagens com tampão especificado no kit, 

seguido da secagem da placa, invertendo a placa e movimentando-a contra as 

toalhas de papel limpo; 

3 – Bloqueio da placa: 300 ul do diluente de ensaio em cada poço. 

Incubação por 1 hora à temperatura ambiente; 

4 – Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

5 – Adição das amostras, com volume final de 100ul por poço. Preparo da 

curva (realizada através da colocação de 100ul do standard/poço, seguido de 

diluição em série). Incubação por 2 horas em temperatura ambiente; 

6 - Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

7 – Adição de 100 ul do Ac de detecção diluído em cada poço. Incubação 

por 2 horas em temperatura ambiente; 

8 - Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

9 – Adição de 100 ul de SAv-HRP diluído em cada poço. Incubação por 

20 minutos à temperatura ambiente; 

10 – Repetido a aspiração e lavagem especificado no passo 2. 

11 – Adição de 100 ul da solução de substrato TMB em cada poço. 

Incubação por 20 minutos, no escuro, à temperatura ambiente; 

12 – Adição de 50 ul de solução de parada em cada poço; 

13 - Leitura da placa realizada dentro de 30 minutos, com a utilização de 

um leitor de microplacas fixado para 450 nm.  

 

3.12. Avaliação da expressão de TLRs nas proteínas dos pulmões  

 

A avaliação da expressão de TLR4 e TLR7 no tecido pulmonar foi 

realizada com o intuito de avaliar se os efeitos antiinflamatórios desencadeados 

pelo treinamento aeróbio no modelo de lesão pulmonar aguda por LPS é 

resultante de um efeito do treinamento aeróbio sobre os leucócitos pulmonares, 

os quais exercem um papel central no desenvolvimento na fisiopatologia da 



 

lesão pulmonar aguda. A avaliação da expressão dos TLRs foi realizada através 

da técnica de western blotting.  

O pulmão direito foi homogeneizado em nitrogênio líquido em solução de 

lise (RIPA Lysis Buffer) contendo inibidor completo de proteases e fosfatases. 

Após a homogeneização, o material ficará em gelo por 30 minutos e então 

centrifugado a 13300 rpm por 20 minutos. Após a centrifugação, foi coletado o 

sobrenadante e realizado a quantificação de proteínas pelo método de Ácido 

bicinchonínico (BCA) (BCA Pierce Thermo Scientific, EUA). Cinquenta 

microgramas de proteína foram transferidas para um gel de poliacrilamida e 

então transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi 

incubada então com os seguintes anticorpos primários: TLR4 e TLR7. As 

proteínas foram visualizadas utilizando-se anticorpos secundários horseradish 

conjugados seguido por quimiluminescência. A avaliação densitométrica das 

bandas foi realizada utilizando-se o software Image J (NIH, EUA). 

 

3.13. Avaliação do perfil de estresse oxidativo 

 

Coleta do tecido: Após a coleta do LBA, os pulmões foram coletados. O 

lobo superior esquerdo foi lavado em solução salina e congelado a -70ºC para 

análise do estresse oxidativo. Cerca de 50mg foi utilizado para a avaliação de 

SOD, QL e ânion.  

Preparação do tecido: O tecido pulmonar foram homogeneizados 

durante 30 segundos em um homogeneizador Ultra-Turrax, com KCl 1,15% e 

fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentração de 100mmol/L em 

isopropanol e na quantidade de 10L/mL de KCl adicionado. Em seguida, os 

homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000rpm, em centrífuga 

refrigerada entre 0 e 4°C, e o sobrenadante foi congelado em freezer a -70°C 

para as dosagens (Llesuy et al., 1985). 

Dosagem de Proteínas: As proteínas foram quantificadas pelo método 

descrito por Lowry e colaboradores, que utiliza como padrão uma solução de 

albumina bovina na concentração de 1mg/mL (Lowry et al., 1951).  

 



 

3.13.1. Quimioluminescência (QL) 

 

A lipoperoxidação foi avaliada por quimioluminescência. O ensaio de 

quimioluminescência foi realizado com uma cremalheira de cintilação líquida 

LKB Beta espectrómetro 1215 (LKB AB Produtor, EUA) no modo à temperatura 

ambiente (25 ° C a 27 ° C) para fora-de-coincidência. Os sobrenadantes foram 

diluídos em KCl 140 mM e tampão de fosfato de sódio 20 mM, pH 7,4, e 

adicionada a tubos de vidro, os quais foram colocados em frascos de cintilação; 3 

mM de terc-butil-hidroperóxido foi adicionado, e a quimioluminescência foi 

determinada ao nível máximo de emissão (GONZALEZ, et al 1991; IRIGOYEN , 

et al. 2005). 

 

3.13.2. Superóxido Dismutase (SOD) 

 

A SOD foi medida por espectrofotometria em homogeneizados de pulmão, 

por inibição taxa de pyrogallol auto-oxidação a 420 nm.  A atividade enzimática 

foi relatado em U / mg de proteína. 

A técnica utilizada foi baseada na inibição da reação do radical superóxido 

com o piragalol. Uma vez que não se consegue determinar a concentração da 

enzima nem sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de 

tempo, se utiliza a quantificação em unidades relativas. Uma unidade de SOD é 

definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de 

oxidação do detector. A oxidação do pirogalol leva à formação de um produto 

colorido, detectado espectrofotometricamente a 420 nm durante 2 minutos.  

A atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de 

formação do pirogalol oxidado. No meio de reação, foram utilizados 20 L de 

homogeneizado, 973 L de tampão Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 8 L de 

pirogalol a 24 mmol/L, 4 L de CAT a 30 mol/L. Esta curva obtida foi utilizada 

como branco. Foi também feita uma curva padrão utilizando três concentrações 

distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual foi obtida a equação da 

reta para realização dos cálculos. 



 

 

3.13.3. Ânion superóxido 

 

O ânion superóxido foi determinado em homogenatos de pulmão por 

cálculo da taxa de oxidação de adrenalina a 480 nm, conforme descrito por 

McCord e Fridovich (MC CORD, J. M., FRIDOVICH, I., 1969) 

 

3.14. Análise estatística 

 

Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Califórnia, 

EUA). A distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuição paramétrica foram submetidos 

ao teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls para 

comparação entre os grupos. Os dados com distribuição não paramétrica foram 

submetidos ao teste One-way ANOVA on Ranks seguido pelo teste de Dunn’s 

para a comparação entre os grupos. Os níveis de significância foram ajustados 

para 5% (p<0.05). Os gráficos foram elaborados utilizando-se o software 

GraphPad Prism 3.1 (Califórnia, EUA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Teste de treinamento físico aeróbio em esteira 

Animais não treinados mostraram uma diminuição significativa na 

capacidade de exercício máximo entre o primeiro e o segundo teste (teste 1= 1,2 

km / h, teste 2 = 1,0 km / h, p < 0,01). Animais treinados não mostraram diferença 

na capacidade de exercício máximo entre o primeiro e o segundo teste (teste 1 

= 1,3 km / hora, o teste 2 = 1,3 km / hora). 

 

4.2. Contagem de células totais no sangue 

 

Tabela 1. Contagem Total no Sangue (céls/mm2) 

 

Grupos Controle EA LPS it EA+LPS 
it 

LPS ip EA+LPS 
ip 

p 

Total 50±2,7 33,2±1,5 114,85±3,1* 63,66±2 68,36±2,2 57,4±1,8 <0,001 

*indica o efeito significativo de LPS sobre contagem de células. Valores expressos em 

média ± DP. 

 

4.3. Contagem de células totais e diferenciais no LBA 

 

Tabela 2. Contagem total e diferencial no LBA (céls/mm2) 

 

Grupos Controle EA LPS it EA+LPS 
it 

LPS ip EA+LPS 
ip 

P 

Total 
Macrófago 
Neutrófilo 
Linfócito 

30,4±3,08 
241,2±2,17 

2,4±0,3 
22,8±1,1 

18±1,57 
235,2±2 

00 
21,6±1 

89±4,5* 
35,4±0,37 
260,4±4,4* 

4,2±0,3 

51,4±2,81 
186,6±1,5 
106,8±2,6 
6,6±0,7 

68,6±3,2 
60±0,7 

234±3,7* 
06±0,5 

48,2±2,31 
201±1,9 
85,8±2 
7,2±0,9 

<0,001 
ns 

<0,001 
ns 

*indica o efeito significativo de LPS sobre contagem de células. ns: não significativo. 

Valores expressos em média ± DP. 

 



 

4.4. Avaliação da inflamação pulmonar no LBA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Acumulação de neutrófilos no lavado broncoalveolar. Em 

(a) * indica efeito significativo do EA em reduzir a acumulação de neutrófilos no 

LBA, tanto LPS it. e LPS ip.  (P <0,001). # indica efeito significativo do LPS em 

aumentar os níveis de células PMN no LBA (p <0,001). A microfotografia ilustra 

a densidade de neutrófilos nos seis grupos: b = Co, c = EA, d = LPS it, e = EA + 

LPS it, f= LPS ip, g= EA + LPS ip. LPS lipopolissacarídeo. EA- exercício aeróbio, 

LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip -  lipopolissacarídeo 

intraperitoneal. Aumento de 100x. 
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4.5. Análise quantitativa de neutrófilos no parênquima pulmonar 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Densidade neutrofílica no parênquima pulmonar. Em (a) * 

indica efeito significativo do EA em reduzir a acumulação do conteúdo celular de 

PMN no tecido pulmonar no grupo LPS it (p = 0,05). A microfotografia ilustra a 

densidade de neutrófilos nos seis grupos: b = Co, c = EA, d = LPS it, e = EA + 

LP S it, f= LPS ip, g= EA + LPSip. LPS lipopolissacarídeo; PMN, 

polimorfonucleares. EA- exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo 

intratraqueal, LPS ip -  lipopolissacarídeo intraperitoneal. Aumento de 100x. 
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4.6. Avaliação dos níveis de citocinas no LBA por ELISA  

 

As amostras de LBA coletadas foram ensaiadas para IL-1 β, IL-6, CXCL1 

/ KC, IL-17, IFN- γ e TNF-α pelo ensaio imunoenzimático (ELISA). 

Os resultados apresentados na Figura 6 demonstraram que o EA em 

animais submetidos à administração intratraqueal de LPS associado ao execício 

aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina IL-1β no LBA quando 

comparado ao grupo somente administração intratraqueal.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 6. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IL-1β no LBA.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina IL-1β no lavado broncoalveolar. * indica efeito 

significante do EA em atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de IL-1β 

(p<0,01) comparado ao grupo LPS it. # indica efeito significante do LPS em 

aumentar os níveis de IL-1β (p<0,01), comparado ao grupo controle. EA- 

exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 7 demonstraram que o EA em 

animais submetidos à administração e aplicação de LPS associado ao EA, 

reduziu significantemente o nível da citocina IL-6 no LBA quando comparado ao 

grupo somente administração e aplicação de LPS (p<0,001).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IL-6 no LBA.  

 Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS. 

Nível da citocina IL-6 no lavado broncoalveolar. * indica efeito significante 

do EA em atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de IL-6, tanto para 

EA+LPS it, quanto para EA+LPS ip, comparado ao grupo controle (p<0,001). # 

efeito significante de LPS em aumentar os níveis de IL-6, para os grupos LPS it 

e LPS ip (p<0,001). EA- exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo 

intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 8 demonstraram que o exercício 

aeróbio reduziu os níveis de CXCL1/KC no LBA, entretanto, os valores não foram 

significantes (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeitos do EA sobre o nível da citocina CXCL1/KC no LBA.  

 Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS. 

Nível da citocina CXCL1/KC no lavado broncoalveolar. # indica efeito 

significante de LPS em aumentar o nível de CXCL1 / KC no LBA (p<0,001). EA- 

exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 9 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intratraqueal de LPS associado ao execício 

aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina IL-17 no LBA quando 

comparado ao grupo somente administração intratraqueal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IL-17 no LBA.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina IL-17 no lavado broncoalveolar. * indica efeito 

significante do EA em atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de IL-17 

(p<0,01) comparado ao grupo LPS it. # indica efeito significante do LPS em 

aumentar os níveis de IL-1β (p<0,01), comparado ao grupo controle. EA- 

exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 10 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intratraperitoneal de LPS associado ao 

execício aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina IFN- γ no LBA (p 

<0,05) quando comparado ao grupo somente administração intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IFN- γ no LBA.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina IFN- γ no lavado broncoalveolar. * indica efeito 

significante do EA em atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de IFN- γ 

(p<0,05) comparado ao grupo LPS it. # indica efeito significante do LPS em 

aumentar os níveis de IFN- γ (p<0,001), comparado ao grupo controle. EA- 

exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 

 

 

 

C
ontr

ole E
A

LPS
 it

E
A
+LP

S it

LPS
 ip

E
A
+LP

S ip

0

100

200

300

*

#

#

IF
N

-g
a
m

a
 n

o
 L

B
A

 (
p

g
/m

L
)



 

 

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intratraperitoneal de LPS associado ao 

execício aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina TNF-α no LBA 

(p<0,05) quando comparado ao grupo somente administração intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efeitos do EA sobre o nível da citocina TNF-α no LBA.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina TNF-α no lavado broncoalveolar. * indica efeito 

significante do EA em atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de TNF-α 

(p<0,05) comparado ao grupo LPS it. # indica efeito significante do LPS em 

aumentar os níveis de TNF-α (p<0,05), comparado ao grupo controle. EA- 

exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.7. Avaliação dos níveis de citocinas no soro por ELISA  

 

As amostras de soro coletadas foram ensaiadas para IL-1β, IL-6, CXCL1 

/ KC, IFN- γ e TNF-α pelo ensaio imunoenzimático (ELISA). 

 

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intratratraqueal de LPS associado ao 

execício aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina IL-1 β no soro (p 

<0,05) quando comparado ao grupo somente administração intratraqueal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IL-1β no soro.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina IL-1β no soro. * indica efeito significante do EA em 

atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de IL-1β (p<0,05) comparado ao 

grupo LPS it. # indica efeito significante do LPS em aumentar o nível de IL-1β 

(p<0,001), comparados ao grupo controle. EA- exercício aeróbio, LPS it - 

lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 13 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intraperitoneal de LPS associado ao 

exercício aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina IL-6 no soro (p 

<0,05) quando comparado ao grupo somente administração intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IL-6 no soro.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina IL-6 no soro. * indica efeito significante do EA em atenuar 

os efeitos do LPS sobre a expressão de IL-6 (p<0,05) comparado ao grupo LPS 

ip. # indica efeito significante do LPS em aumentar o nível de IL-6 (p<0,001), 

comparados ao grupo controle. EA- exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo 

intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 14 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intraperitoneal de LPS associado ao 

exercício aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina CXCL1/KC no 

soro (p<0,05) quando comparado ao grupo somente administração 

intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efeitos do EA sobre o nível da citocina CXCL1/KC no 

soro.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina CXCL1/KC no soro. * indica efeito significante do EA em 

atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de CXCL1/KC (P<0,05) comparado 

ao grupo LPS ip. # indica efeito significante do LPS em aumentar o nível de 

CXCL1/KC (p<0,05), comparados ao grupo controle. EA- exercício aeróbio, LPS 

it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 15 demonstraram que o exercício 

aeróbio reduziu os níveis de IFN- γ, entretanto, os valores não foram significantes 

(p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IFN- γ no soro.  

EA- exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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Os resultados apresentados na Figura 16 demonstraram que o EA em 

animais submetidos a administração intraperitoneal de LPS associado ao 

exercício aeróbio, reduziu significantemente o nível da citocina TNF-α no soro 

(p<0,05) quando comparado ao grupo somente administração intraperitoneal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efeitos do EA sobre o nível da citocina TNF-α no soro.  

Efeitos do EA em um modelo experimental de SDRA induzida por LPS.  

Nível da citocina TNF-α no soro. * indica efeito significante do EA em 

atenuar os efeitos do LPS sobre a expressão de TNF-α (p<0,05) comparado ao 

grupo LPS ip. # indica efeito significante do LPS em aumentar o nível de IL-6 

(p<0,01), comparados ao grupo controle. EA- exercício aeróbio, LPS it - 

lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.8. Avaliação do nível da citocina IL-10 no LBA e soro por ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efeitos do EA sobre o nível da citocina IL-10. Foram 

ensaiadas para IL-10 no LBA (a) e IL-10 no soro (b), pelo ensaio 

imunoenzimático (ELISA). Em (a) * indica efeito significativo do EA em aumentar 

os níveis de IL-10 LBA (p <0,01) e em (b) * indica efeito significativo do EA em 

aumentar os níveis de IL-10 no soro (0,05). EA- exercício aeróbio, LPS it - 

lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.9. Avaliação da expressão de TLR 4 nas proteínas dos pulmões 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeitos do EA sobre a densidade relativa de TLR 4 no 

homogenato de pulmão. Em (a) níveis de proteína para TLR 4. Cada amostra 

foi composta por 50ug de proteína. Em (b) EA reduziu significativamente a 

expressão de TLR 4 em comparação aos grupos LPS it, avaliado por Western 

blotting (p <0,05). EA- exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, 

LPS ip -  lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.10. Avaliação da expressão de TLR 7 nas proteínas dos pulmões 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Efeitos do EA sobre a densidade relativa de TLR 7 no 

homogenato de pulmão. Em (a) níveis de proteína para TLR 7. Cada amostra 

foi composta por 50ug de proteína. Em (b) EA+LPS it apresentou aumento 

significante quanto a expressão de TLR 7 em comparação ao grupo LPS it, 

avaliado por Western blotting (p <0,05). EA- exercício aeróbio, LPS it - 

lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip -  lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.11. Avaliação da expressão de SOD nas proteínas dos pulmões 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efeitos do EA sobre a expressão total de SOD no 

homogenato de pulmão. EA apresentou aumento significante quanto a 

expressão de SOD em comparação ao grupo controle (p <0,05). O aumento 

também foi significante nos grupos EA+LPS it e EA+LPS ip quando comparados 

à LPS it e LPS ip respectivamente. EA- exercício aeróbio, LPS it - 

lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.12. Avaliação da expressão de Ânion nas proteínas dos pulmões 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efeitos do EA sobre a expressão total de ânion no 

homogenato de pulmão. Os grupos LPS it e LPS ip apresentaram aumentos 

significantes quanto à expressão de ânion em comparação ao grupo controle (p 

<0,05). EA- exercício aeróbio, LPS it - lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - 

lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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4.13. Avaliação da expressão de QL nas proteínas dos pulmões 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efeitos do EA sobre a expressão de QL homogenato de 

pulmão. Os grupos submetidos à aplicação e administração de LPS 

apresentaram valores mais elevados quando comparados aos demais grupos, 

entretanto não foram significantes. EA- exercício aeróbio, LPS it - 

lipopolissacarídeo intratraqueal, LPS ip - lipopolissacarídeo intraperitoneal. 
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5. DISCUSSÃO  

 

O presente estudo investigou os mecanismos envolvidos nos efeitos 

protetores e antiinflamatórios do exercício aeróbio de intensidade moderada, 

realizado dutante 4 semanas, previamente à indução da síndrome do 

desconforto respiratório agudo em modelos experimentais intrapulmonar e 

extrapulmonar, induzida pela administração e aplicação de LPS, 

respectivamente.  

Os grupos submetidos à aplicação e administração de LPS apresentaram 

valores elevados de células totais no sangue e células totais e diferenciais no 

fluído do lavado broncoalveolar. Aumento no número de neutrófilos no 

parênquima pulmonar e elevados índices de citocinas pró-inflamatórias 

avaliados no fluído do lavadobroncoalveolar e soro sanguíneo. Os nossos dados 

vão de encontro com alguns estudos já publicados anteriormente (RAMOS, 

2010; REIS GONÇALVES, 2012). 

A inflamação pulmonar foi avaliada através da acumulação neutrofílica 

nas células obtidas através do fluído do lavado broncoalveolar. Nossos 

resultados evidenciaram um aumento significante nos dois grupos submetidos à 

indução da doença, sendo grupos LPS it e LPS ip. Em contrapartida, observamos 

uma redução importante e significante nos grupos doentes associados ao 

exercício aeróbio de moderada intensidade. . As evidências ocorreram através 

da redução das células polimorfonucleares nos grupos experimentais que foram 

submetidos ao exercício aeróbio de moderada intensidade, realizado de forma 

isolada ou associado ao modelo experimental de síndrome do desconforto 

respiratório agudo, sendo eles EA+LPS it e EA+LPS ip.  

Os dados apresentados em modelo intrapulmonar, reproduzido através 

da administração de LPS it, corroboram com dados obtidos em trabalho 

realizado por (REIS, 2010 e GONÇALVES, 2012). Entretanto, os dados 



 

apresentados no atual trabalho, com a reprodução do modelo extrapulmonar não 

havia sido avaliado anteriormente. Sendo assim, atuam de forma favorável e 

contribuem de forma positiva para a introdução prévia do exercício aeróbio, a fim 

de favorecer a redução ou inibição parcial do processo inflamatório. 

Importante ressaltar o papel dos neutrófilos na fase inicial do processo 

inflamatório. Seu acúmulo é presente na microvasculatura pulmonar, interstício 

e no espaço alveolar e pode favorecer para o aumento do processo inflamatório 

(WILLIAMS; CHAMBERS, 2014).  

Através da técnica histomorfométrica, nosso estudo evidenciou um 

aumento significante de neutrófilos no parênquima pulmonar em ambos os 

grupos doentes, mostrando uma evidência com a presença de tais células no 

processo agudo da lesão, indo de encontro com a evidência recente apresentada 

por (REIS, 2010 e GONÇALVES, 2012).  

Os resultados também obtidos através dessa análise mostram que o 

exercício aeróbio de intensidade moderada quando associado à aplicação 

intratraqueal de LPS, foi capaz de promover a redução das células 

polimorfonucleares para o parênquima pulmonar quando comparado ao grupo 

que somente recebeu essa administração, corroborando com dados 

encontrados pelos autores acima citados Os demais grupos apresentaram níveis 

reduzidos, porém os valores obtidos não foram significantes. Dessa maneira 

acreditamos que mais estudos deverão ser realizados, uma vez que poderia ser 

possível um benefício entre a associação do exercício aeróbio e o modelo de 

síndrome do desconforto respiratório agudo extrapulmonar.  

Diversas citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α) têm sido 

descritas como importantes no processo fisiopatológico da SDRA (MATUTE- 

BELLO, et a., 2008). Muitos desses mediadores têm sido encontrados em níveis 

elevados nos LBA de pacientes com SDRA (SANTOS et al., 2006; MATUTE-

BELLO et al., 2008; MATUTE-BELLO et al., 2011; RANIERI, 2012),  coincidindo 

com os dados evidenciados nesse trabalho.  

O presente trabalho apresentou redução significante nos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias, avaliadas no fluído do lavado broncoalveolar e soro, 

nos grupos submetidos ao exercício aeróbio e também nos grupos doentes 



 

associados ao exercício aeróbio, em contrapartida um aumento significante nos 

grupos submetidos à administração e aplicação de LPS. 

Especificamente para os níveis IL-1β no LBA e soro, foi possível observar 

um aumento significante nos grupos que foram submetidos à administração 

intratraqueal e aplicação intraperitoneal de LPS, com redução significante para 

os animais dos dois grupos doentes associados ao exercício aeróbio de 

intensidade moderada. Esses resultados mostraram relação com dados 

evidenciados e apresentados por MUSSI, 2008.  

Os níveis elevados de IL-6 foram evidenciados nos resultados 

apresentados, sendo esse aumento observado tanto no LBA, quanto no soro 

sanguíneo para ambos os grupos doentes. Os achados vão de encontro com 

outros trabalhos já realizados (MATUTE- BELLO et al., 2008; REIS 

GONÇALVES et al., 2012). No LBA foi possível notar uma redução significativa 

dos níveis de IL-6 nos grupos doentes associados ao exercício aeróbio.  

Quanto aos dados obtidos pela análise no soro sanguíneo, essa redução 

foi evidenciada somente no grupo que recebeu a aplicação intraperitoneal de 

LPS, associado ao exercício aeróbio. Uma vez apresentados esses dados, se 

faz necessário a realização de novos trabalhos, afim de que se possa 

estabelecer a função dessa citocina diante da associação ao exercício aeróbio, 

pois dados apresentados por GONÇALVES et al., 2012 mostram aumento na 

expressão de IL-6 no tecido pulmonar para os grupos submetidos ao exercício 

aeróbio de baixa intensidade.  

A resposta positiva obtida em nosso trabalho com a realização do 

exercício aeróbio de moderada intensidade, poderá de alguma forma favorecer 

a redução ou inibição do processo inflamatório em animais utilizados para a 

reprodução do modelo extrapulmonar. 

Os níveis de CXCL1/KC apresentaram níveis elevados no fluído do lavado 

broncoalveolar em animais submetidos à administração e aplicação de LPS. 

Entretanto, quando associado ao exercício aeróbio, os dados não apresentaram 

valores significantes. Corroborando com dados obtidos no trabalho de (REIS 

GONÇAVES, 2012). Já para os níveis de CXCL1/KC no soro sanguíneo 

apresentou um aumento significante somente para o grupo LPS ip, com redução 

significante para o mesmo grupo associado ao exercício aeróbio. 



 

A IL-17 apresenta um papel importante na ativação de células 

polimorfonucleares para o local da lesão, principalmente de neutrófilos. Os 

valores obtidos na dosagem de citocina IL-17 no fluído do lavado broncoalveolar 

apresentaram dados estatisticamente significantes nos grupos que receberam a 

instilação intratraqueal e aplicação intraperitoneal de LPS, favorecendo dessa 

maneira o aumento de neutrófilos, corroborando com afirmação de ativação de 

neutrófilos pela IL-17, demonstrada por AGGARWAL, 2002. Bem como, pode ter 

contribuído para o aumento da citocina IL-6 e CXCL1/KC.  

A maior evidência quanto à presença de IFN-γ foi observada nos grupos 

doentes, avaliado pelo fluído do lavado broncoalveolar. Em contrapartida, a 

avaliação feita para essa mesma citocina, com a utilização do soro sanguíneo 

não apresentou resultados estatisticamente significantes.  

Apresentados resultados que corroboram com estudo realizados, o nível 

de TNF-α avaliado para LBA e soro apresentaram valores aumentados e 

significantes comparados ao grupo controle, e quando associado ao exercício 

físico, seus resultados apresentaram um declínio significante no grupos EA+LPS 

ip.  

A utilização do exercício aeróbio de moderada intensidade realizada em 

nosso trabalho, foi capaz de promover um aumento significante da IL-10 em 

amostras analisadas no fluído do lavado broncoalveolar e soro sanguíneo para 

o grupo que somente realizou a atividade física e o aumento também foi 

evidenciado no LBA de animais que receberam a administração intratraqueal de 

LPS associado ao exercício. Os demais grupos associado ao exercício 

apresentaram aumentos importantes no nível da IL-10, entretanto não 

mostraram dados estatisticamente significantes.  

Uma vez evidenciado esse aumento, sabendo que a IL-10 é uma citocina 

anti-inflamatória e pode contribuir de forma a inibir a ação de outras citocinas 

pró-inflamatórias, os dados encontrados são de grande relevância para a 

inserção no tratamento prévio de pacientes predispostos ao desenvolvimento da 

síndrome do desconforto respiratório agudo. 

Conforme afirmação de BEN, 2010, o TLR 4 apresenta papel importante 

no reconhecimento de LPS e na ativação da cascata inflamatória. Os resultados 

obtidos para a densidade protéica de TLR 4 nos grupos experimentais doentes 



 

apresentaram valores elevados comparados ao grupo controle, entretanto o 

modelo de síndrome do desconforto respiratório agudo intrapulmonar associado 

ao exercício físico apresentou o maior valor comparado aos demais grupos. Os 

dados obtidos nos quais mostraram que os grupos LPS it e LPS ip apresentaram 

valores aumentados vão de encontro à dados já obtidos em outro trabalho (BEN, 

2010). Entretanto, a elevação significante do grupo EA+LPS it nos faz pensar 

que é necessário uma nova análise para confirmação de tal resultado, uma vez 

que o EA pode ter contribuído para esse aumento negativo. 

A densidade protéica de TLR 7 obtida através do tecido pulmonar, 

evidenciou resultados aumentados em grupos praticantes de exercício aeróbio, 

seja ele de forma isolada ou mesmo em grupos que receberam a administração 

e aplicação de LPS associados ao exercício aeróbio. Em estudo realizado por 

YANO et al (2010), os autores demonstraram que o exercício exaustivo realizado 

em camundongos, foi capaz de reduzir TNF-alfa e produção de IFN-gama em 

resposta a R-848,  através da modulação de TLR 7, ou seja, permitiu uma 

resposta inibitória na produção de citocinas pró-inflamatórias, mediado pela 

introdução do exercício aeróbio. 

Um dos principais antioxidantes presente no pulmão é superóxido 

dismutase (SOD) Os resultados obtidos para a enzima antioxidante SOD, 

avaliado através de densidade protéica no tecido pulmonar, apresentaram 

resultados significantes para todos os grupos praticantes de exercício aeróbio 

de moderada intensidade. Esses resultados atuam de forma a complementar os 

efeitos benéficos do exercício aeróbio em sua prática regular. Os dados obtidos 

corroboram com dados obtidos por MUSSI, 2008.  

Os dados encontrados para a densidade protéica de ânion mostram 

aumento significante em ambos os grupos doentes quando comparados ao 

grupo controle. Os grupos LPS it e LPS ip quando associados ao exercício 

aeróbio, apresentaram valores reduzidos, entretanto não foram estatisticamente 

significantes. O mesmo é observado no grupo somente exercício aeróbio, que 

teve a densidade protéica de ânion reduzida quando comparada ao grupo 

controle. Dessa maneira torna-se essencial a realização de novos trabalhos, afim 

de que se possam elucidar os mecanismos diretos e indiretos envolvidos nas 

respostas anti-inflamatórias e anti-oxidantes. 



 

 

 

 

6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstrou que a utilização 

do exercício aeróbio de intensidade moderada reduziu o impacto da síndrome 

do desconforto respiratório agudo experimental induzida por LPS, independente 

do modelo experimental utilizado, intrapulmonar ou extrapulmonar, e tais efeitos 

parecem ser mediados através da modulação do exercício aeróbio na redução 

do processo inflamatório, através da inibição de ativação e migração de células 

polimorfonucleares, principalmente de neutrófilos, inibição importante de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, CXCL1/KC e TNF-α) e secreção de 

citocinas anti-inflamatórias, especificamente a IL-10, na modulação de TLR4 e 

TLR7 e no aumento de antioxidantes no tecido pulmonar, especificamente SOD. 

Com os resultados concluímos que a prática do exercício aeróbio de 

intensidade moderada exerce efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes. 

Entretanto, como seus efeitos não foram positivos para todas as citocinas 

avaliadas, mais estudos se fazem necessários para elucidar os mecanismos 

antiinflamatórios, bem como para o entendimento de seus efeitos em modelos 

experimentais extrapulmonares. 

 

 

 

 

  



 

7. ANEXOS 

7.1. Aprovação pelo Comitê de Ética e Pesquisa no Uso de Animais 

(CEUA) 
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