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RESUMO



Vieira RP. Efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre a inflamacédo pulmonar
alérgica crbnica em camundongos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2007. 105p.

A asma € uma doenca inflamatdria crbénica, predominantemente das vias
aéreas, mas também envolve o sistema vascular e parénquima pulmonar, na
qual as células inflamatérias, a musculatura lisa e o epitélio brénquico tém
um papel fundamental na fase inicial, progressao e perpetuacéo da doenca.
O treinamento fisico aerdbio tem sido indicado como uma relevante forma de
auxilio no tratamento de pacientes asmaticos por melhorar a qualidade de
vida e reduzir sintomas e o uso de medicamentos. No entanto, ndo existe um
consenso a respeito sobre a intensidade de treinamento ideal para esses
pacientes assim como também existem pouquissimos estudos a respeito
dos possiveis mecanismos da atividade fisica aerdbia para esses pacientes.
Por esses motivos, os objetivos do presente estudo foram avaliar os efeitos
de duas intensidades de atividade fisica aerdbia (leve e moderada) sobre um
modelo de inflamagdo pulmonar alérgica crénica em camundongos. Os
animais foram sensibilizados com ovalbumina por 51 dias. A atividade fisica
aerdbia teve inicio no dia 21 e perdurou por 30 dias. Os resultados
demonstraram que ambas as intensidades de atividade aerdbia inibiram o
desenvolvimento da inflamacéao predominantemente eosinofilica no lavado
broncoalveolar, nos compartimentos peribrénquico, perivascular e no
parénquima pulmonar, a expressdao de interleucina 4 e 5 pelas células

inflamatorias nestes trés compartimentos pulmonares. Ambas intensidades



de atividade fisica aerdbia também inibiram significativamente a deposicao
de fibras colagenas e elasticas (nas vias aéreas e vasos pulmonares) e
também o espessamento da musculatura lisa brénquica e vascular assim
como da camada epitelial bronquica. Por outro lado, ambas intensidades de
atividade fisica aerdbia n&o inibiram a sintese de anticorpos anafilaticos IgE
e 1gG; e a hiperresponsividade bronquica. Portanto, concluimos que a
atividade fisica aerobia de intensidade leve e moderada sao capazes de
inibir o desenvolvimento da inflamagéo e do remodelamento pulmonar, mas
ndo a hiperresponsividade num modelo experimental de inflamacgao

pulmonar alérgica crénica em camundongos.

Descritores: asma, exercicio, doencas respiratorias/reabilitacdo, alergia e
imunologia, pulmao, inflamacdo, hiper-reatividade bronquica, colageno,

camundongos.



SUMMARY



Vieira RP. Effects of aerobic physical training on lung allergic lung
inflammation in mice [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de S&o Paulo”; 2007. 105p.

Asthma is a chronic inflammatory disease, predominantly involving the
airways, but also involving the pulmonary vessels and parenchyma, in which
the inflammatory cells, bronchial smooth muscle and epithelium have a
central role in the initial phase, progression and perpetuation of the disease.
The low and moderate intensity of aerobic physical training have been
indicated as a relevant mean to help in the treatment of asthmatic patients,
improving life quality, decreasing symptoms and the use of medicines.
However, there is not a consensus about the best intensity of training to
these patients and also there are few studies about the possible mechanisms
of aerobic physical training for asthmatic patients. Therefore, the aims of this
study was to evaluate the effects of two intensities of aerobic physical
training (low and moderate) on an experimental model of chronic allergic lung
inflamattion in mice. The animals were sensitizes with ovalbuim during 51
days. The aerobic physical training started to 21st day and endures for 30
days. The results showed that as low as moderate intensities of aerobic
physical training inhibited the eosinophilic inflammation in the
bronchoalveolar lavage, peribronchial, perivascular and in the pulmonary
parenchyma, as well as the expression of interleukin 4 and 5 by inflammatory
cells in these three pulmonary compartments. Both intensities of aerobic

physical training also inhibited the collagen and elastic fibers deposition (in



the airways and in the pulmonary vessels) and also the thickness of smooth
muscle in the airways and vessels, as well as of the airway epithelial layer.
On other hand, both intensities of aerobic physical training did not inhibit the

synthesis of anaphylactic antibodies IgE and IgGy and the
hyperresponsiveness. Therefore, we conclude that aerobic physical training,

to both intensities, were capable of inhibit the development of pulmonary
inflammation and remodeling, but not of hyperresponsiveness in an

experimental model of allergic lung inflammation in mice.

Keywords: asthma, exercise, respiratory diseases/rehabilitation, allergy and

immunology, lung, inflammation, bronchial hyperreactivity, collagen, mice.
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1.1 — Asma — Definicdo

A asma € uma doenca inflamatéria crbnica das vias aéreas,
predominantemente alérgica, na qual muitas células e elementos celulares
exercem um importante papel. O quadro de inflamacdo cronica esta
associado a hiperresponsividade brénquica que leva a episédios recorrentes
de dispnéia, chiado e tosse, principalmente a noite ou no inicio da manha.
Estes sintomas estdo associados a obstrucdo bronquica sendo, ao menos,

parcialmente reversivel espontaneamente ou com tratamento (1).

1.2 — Asma - Epidemiologia

Até 1995, estimava-se que a prevaléncia de asma estivesse em torno
de 7,2% da populacdo mundial (aproximadamente 10 milhdes de pessoas) e
que pelo menos 40.000 mortes por ano eram atribuidas a doenca até este
periodo. Atualmente, estima-se que, aproximadamente, 300 milhdes de
pessoas tenham asma, que a sua prevaléncia varie entre 01 e 18%,
dependendo da regido, e que a mortalidade ocasione em torno de 250 mil
mortes por ano (1). O aparente paradoxo de aumento da mortalidade por
asma apesar dos recentes avan¢os no conhecimento de fisiopatologia da
doenca e da utilizacdo de novas modalidades terapéuticas, € um fenbmeno

preocupante e até certo ponto pouco conhecido (2, 3, 4).

1.3 — Asma - Fisiopatologia
A primeira etapa para o desenvolvimento do quadro asmatico é a

sensibilizacao a algum antigeno, na qual as células dendriticas presentes na
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mucosa brénquica atuam como apresentadoras de antigenos (5, 6). A
interacdo dessas células com linfécitos T auxiliadores faz com que os
linfécitos B sejam estimulados produzindo imunoglobulinas E (IgE) que
liberadas na circulagéo se ligam a receptores de alta afinidade presentes em
mastocitos (6). Em conseqiéncia deste processo, nos proximos contatos
com agentes desencadeantes, a grande maioria dos pacientes asmaticos
desenvolve uma fase imediata e uma fase tardia. A fase imediata se instala
em poucos minutos e é caracterizada fundamentalmente pela obstrucao de
vias aéreas. As imunoglobulinas liberadas na circulagdo se ligam aos
receptores de alta afinidade presentes em mastocitos dando seqiiéncia ao
processo inflamatério (6). Em um outro contato com agentes
desencadeantes, 0s pacientes asmaticos desenvolvem um quadro que se
instala em poucos minutos, caracterizado fundamentalmente pela obstrucéo
de vias aéreas. A maxima intensidade deste quadro ocorre em torno de 10 a
20 minutos, terminando em torno de 01 a 02 horas. O principal fator pela
obstrucao das vias aéreas nesta fase é a contracdo da musculatura lisa
brébnquica, descrita por varios autores como sendo mediada por histamina,
prostaglandina D, e leucotrienos (6, 7, 8). A fase tardia ocorre a partir de 03
horas do contato com o alérgeno e pode durar varios dias. Nesta fase ha um
processo inflamatério decorrente de uma grande migracéo celular para as
vias aéreas.

1.3.1 — Asma - Inflamagéo

Em pacientes asmaticos, o infiltrado inflamatério bronquico €

composto predominantemente de eosinofilos, mastocitos e linfocitos
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principalmente do subtipo CD4+ (9). Estes achados em pacientes com
diagnéstico recente, antes do inicio do tratamento, subsidiaram a idéia de
que o processo inflamatério desempenha um papel fundamental na
fisiopatologia da asma (9). Entretanto, o recrutamento e ativacdo desses
tipos celulares para as vias aéreas de pacientes asmaticos dependem da
expressdo e ativacdo de inUmeras classes de proteinas, como citocinas,
quimiocinas e moléculas de adesao (10, 11).

A fase inicial do processo inflamatério envolve a adesdo das células
inflamatoérias ao endotélio, processo mediado por inUmeras quimiocinas (10,
11). As quimiocinas, nome derivado de “citocinas quimioatrativas”, sao
proteinas pequenas (8-10kDa) estruturalmente relacionadas, que se ligam
aos receptores do tipo “seven transmembrane G-protein coupled” (GPCR) e
participam da migracdo leucocitaria. Mais de 50 quimiocinas ja foram
identificadas em seres humanos e exercem sua fungcdo via 20 tipos
diferentes de receptores (10). Alguns exemplos de quimiotaxinas sdo as
eotaxinas, proteinas quimiotaticas para mondcitos (MCP) e RANTES. Na
resposta alérgica, a grande maioria das quimiocinas sinaliza via o0s
receptores CCR3 e CCR4, subtipos do (GPCR) (10, 11). Esses receptores
sdo encontrados em eosinofilos, basofilos, mastdcitos e em sub-populacdes
de linfécitos Th, (11). Esses achados podem subsidiar 0 mecanismo para o
recrutamento de todos esses tipos celulares citados acima no contexto da
inflamacé&o pulmonar alérgica (10, 11).

Além de serem atraidas para o lécus inflamatério, as células

inflamatdrias necessitam aderir ao vaso para que possam atravessa-lo. Este
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processo ocorre através da acdo das moléculas de adesao e seus ligantes.
As moléculas de adesdo sdo uma familia de glicoproteinas envolvidas na
interacdo célula-célula e célula-matriz-extracelular. Algumas dessas
moléculas ja foram identificadas, como por exemplo, a molécula de adesao
celular neuronal (do inglés, NCAM), a molécula de adeséao intracelular 1,
também conhecida como CD54 (do inglés, ICAM-1), a molécula de adesao
celular de plaguetas e endotélio 1, também conhecida como CD31 (do
inglés, PECAM-1), a molécula de adesédo endotelial de leucécitos (do inglés,
ELAM-1) e a molécula de adeséo celular vascular 1 (do inglés, VCAM-1) (12,
13). As moléculas de adesdo e seus ligantes (do inglés, e-selectin, p-
selectin, |-selectin e integrinas) agem conjuntamente com as quimiocinas
com o intuito de proporcionarem o trafico de leucdcitos dos vasos para o
local do tecido lesado (12, 13). Varias citocinas podem induzir a sintese e
liberacdo das moléculas de adesdo, mas especificamente no caso da
resposta alérgica, a IL-4 e a IL-13 tém demonstrado efeitos diretos na
liberacdo de ICAM-1 pelo endotélio vascular, facilitando a adesdo de
eosinofilos ao endotélio (12, 13).

Do ponto de vista imunolégico, a asma é caracterizada por uma
resposta denominada Thy, que, quando ativados liberam citocinas tipicas
dessa resposta, como as interleucinas 4 (IL-4), IL-5 e IL-13 (5, 6, 14). De
acordo com a hip6tese da higiene, uma exposicdo reduzida a agentes
microbianos durante os primeiros anos de vida pode proporcionar
polarizacdo de células T especificas da resposta alérgica, o que pode

resultar no desenvolvimento da asma (15). Esse processo é conhecido como
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desbalanco Thi1/Thy, no qual a resposta Th; € uma resposta a agentes virais
ou bacterianos e normalmente encontra-se diminuida em casos de doencas
alérgicas, como na asma (15). Modelos experimentais de inflamacao
pulmonar alérgica cronica demonstram que a sensibilizacdo com ovalbumina
(OVA) induz a liberacdo de citocinas Thy, particularmente IL-4 e IL-5 (16,
17). A IL-4 é capaz de perpetuar a ativacdo de mastdcitos, os quais sao
responsaveis pela liberacdo de IgE e IgGi, de induzir o recrutamento e a
ativagdo de eosindfilos e também de estimular as células epiteliais a
produzirem muco (16, 18). A IL-5 estimula a proliferacdo, diferenciacao,
sobrevivéncia e ativacdo de eosinéfilos na medula 6ssea e também a
liberacdo e eosindfilos maduros da medula para a circulacao, além de ter
papel quimioatrativo para os eosindfilos (16, 19). A IL-5 também é capaz de
bloquear os efeitos inibitérios da IL-2 sobre a migracdo de eosindfilos (20,
21).

Em relacdo ao locus inflamatério tanto em pulmbes de pacientes
asmaticos quanto em modelos experimentais, um grande numero de
evidéncias tém demonstrado que a inflamacédo ndo se restringe as grandes
vias aéreas, mas se estende as pequenas vias aéreas (22-24), ao
parénquima (25-27) e vasos pulmonares (28-31). Estes achados s&o
importantes para o melhor entendimento da fisiopatologia da doenca e
também proporcionar melhores condi¢cdes para estudos sobre novas drogas

e estratégias terapéuticas.
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1.3.2 — Asma — Remodelamento

O termo remodelamento pulmonar é normalmente utilizado para
expressar modificacbes estruturais que ocorrem nos  pulmdes,
especialmente em situacdes patologicas (32). O remodelamento pulmonar é
um processo associado a um desbalanco entre a sintese e degradacao de
proteinas da matriz extracelular (32). As fibras colagenas e elasticas, 0s
proteoglicanos e as lamininas sdo as principais proteinas da matriz
extracelular (33). Os principais fatores que controlam esse processo, sédo as
metaloproteinases (MMPSs), os inibidores das metaloproteinases (TIMPs) e
os fatores de crescimento (33). Entretanto, alguns estudos sugerem que
diversos mediadores inflamatérios tais como os eicosandides e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio também regulam o processo de
remodelamento (34-36).

O remodelamento na asma € caracterizado principalmente pelo
aumento na deposicdo das proteinas de matriz extracelular nas vias aéreas.
Entretanto, esse processo também ja foi descrito no parénquima (25-27) e
vasos pulmonares (28-31). As principais alteracdes nas vias aéreas Sao:
fibrose subepitelial, hipertrofia e hiperplasia de musculo liso, hiperplasia de
glandulas submucosas resultando num espessamento da parede brénquica
e reducdo do calibre brénquico (37). O grau dessas alteragcdes nas vias
aéreas, também tem sido associado aos niveis de gravidade da doenca e
diminuicdo da funcdo pulmonar (38-41). O remodelamento do parénquima
pulmonar ainda é algo bastante discutido, embora alguns estudos clinicos e

experimentais tenham apontado sua existéncia e possivel correlacdo com o
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aumento a resposta a agentes constritores (25-27). Os estudos sobre o
remodelamento dos vasos pulmonares sao recentes e as informacdes sobre
as possiveis repercussoes funcionais sdo escassas (28-31).

Até um passado recente, o epitélio brénquico era compreendido apenas
como uma célula afetada na asma (42). Algumas dessas alteracfes incluiam
hipertrofia e hiperplasia das células secretoras, espessamento da membrana
basal epitelial e acumulo de células inflamatérias tanto ao nivel sub-epitelial
quanto intra-epitelial (14, 42-44). Entretanto, na Ultima década, o epitélio
bronquico tem sido descrito como uma barreira priméria contra toxinas e
microorganismos e também como modulador dos eventos inflamatorios e do
remodelamento na asma, secretando inUmeros mediadores inflamatoérios
como citocinas, quimiocinas, eicosandides e fatores de crescimento (12, 35,
45, 46).

Alteracdes estruturais no epitélio brénquico e na sintese de muco
também tém sido descritas tanto em estudos de cultura de células epiteliais
como em modelos murinos de asma alérgica (5, 14). O papel das IL-4 e IL-
13 no epitélio bronquico tem sido extensivamente investigados e alguns
estudos tém demonstrado que estas interleucinas estimulam a sintese de
oxido nitrico, eotaxinas e fatores de crescimento pelas células epiteliais (35,
47, 48). Os niveis de Oxido nitrico estdo aumentados em pacientes
asmaticos e modelos murinos de asma alérgica e também estdo envolvidos
na inflamag&o pulmonar, no remodelamento e na hiperresponsividade das
vias aéreas (49, 50). Portanto, o epitélio brébnquico representa uma barreira

fisica, metabolicamente ativa que contribui tanto para a manutencdo da
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homeostase das vias aéreas, mas que também pode contribuir para o
desenvolvimento da asma.

Em pacientes asmaticos e em estudos experimentais, a musculatura
lisa brénquica apresenta hipertrofia e hiperplasia e varios estudos sugerem
que isto se deve a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios, fatores
de crescimento e citocinas (51-54). Alguns estudos também sugerem que
esses mediadores inflamatorios e fatores de crescimento séo liberados pelas
células inflamatérias, pela musculatura lisa e epitélio brénquico, e até por
proteinas da matriz extracelular (55-59). Neste sentido, tem sido
demonstrado que mastécitos e outras células inflamatérias infiltram na
musculatura lisa brénquica, liberam seus produtos e que este fato esta
diretamente relacionado a hiperresponsividade bronquica (55-59). Aliado a
este fator admite-se também que pacientes asmaticos apresentam aumento
das “gap junction” e dos potenciais de acao, contribuindo para a

hiperreatividade brénquica (60).

1.3.3 — Asma — Responsividade Bronquica

O termo responsividade brénquica € normalmente utilizado para
descrever quao rapida e intensa € a resposta das vias aéreas a um agente
broncoconstritor (61). Na asma, a hiperresponsividade bronquica pode ser
desencadeada nao sO por alérgenos, mas também por outros estimulos
inespecificos, dentre eles infeccdes respiratérias, poluicdo atmosférica,

refluxo gastroesofagico, irritantes inalatérios, exercicios fisicos, estimulantes

farmacolégicos e fatores emocionais (61, 62).
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Alguns fatores tém sido demonstrados diretamente relacionados com
a hiperresponsividade brénquica tais como: o calibre das vias aéreas, a
espessura e integridade da camada epitelial, o conteitdo e o nivel de
integridade das proteinas de matriz extracelular, a presenca de inflamacao,
alteracdes da mecanica das vias aéreas e a regulacdo autondmica (63-66).
Entretanto, a contribuicio de cada uma destas variaveis na
hiperresponsividade brénquica ainda ndo estd completamente entendida. A
inflamacéo das vias aéreas e a liberacdo de citocinas sdo consideradas
como caracteristicas chaves da fisiopatologia da hiperresponsividade
bronquica (67). Podemos dizer também que a intensidade da fibrose
subepitelial também esta correlacionada com a hiperresponsividade das vias
aéreas em pacientes com asma (68). Em relacao ao papel do muasculo liso
brénquico na hiperresponsividade, podemos dizer que a inflitracédo especifica
de mastdcitos no musculo liso esta relacionada com a hiperresponsividade
(57). Podemos dizer ainda que o0s possiveis mecanismos pelo qual a
infiltracdo de mastoécitos pode contribuir para a hiperresponsividade, incluem
a liberacd@o de citocinas, fatores quimiotaticos, e fatores de crescimento, 0s
quais podem atuar diretamente na contracdo das células musculares lisas
(57, 61, 67, 68). Outro fator importante, € que as células musculares lisas,
quando ativadas através de infiltrado inflamatério, sdo capazes de produzir
essas mesmas citocinas, fatores quimiotaticos e de crescimento, também
levando a sua prépria contragdo e contribuindo para um aumento no
recrutamento de mais células inflamatoérias (57, 61, 67, 68). Outros estudos

sugerem que além dos mastdécitos, os linfocitos T podem interagir com as
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células musculares lisas, também levando a um processo de ativacao,
contracao e proliferacdo das células musculares lisas (52, 69). Interaces
entre mondocitos e células musculares lisas também tém sido estudas,
apontando para os mesmos efeitos descritos acima (70). Portanto, podemos
sugerir que tanto a inflamagdo quanto o remodelamento brénquico
contribuem significativamente para 0 desenvolvimento da

hiperresponsividade bronquica.

1.4 — Atividade Fisica Aerdbia

Uma atividade fisica € considerada aerdbia quando a maior parte da
demanda energética é suprida através do metabolismo aerébio (71, 72). A
atividade fisica aerbbia realizada de maneira sistematica e regular
desencadeiam uma série de adaptacdes crbnicas benéficas em todo o
organismo, tais como: reducao da presséo arterial e da frequéncia cardiaca
de repouso em individuos hipertensos (73, 74), aumento do consumo
maximo de oxigénio (71, 72), aumento da massa muscular e densidade
O0ssea (71), melhora da resposta imunolégica (se a atividade for
predominantemente realizada em intensidade leve ou moderada) (75) e

aumento da expresséao e atividade de enzimas anti-oxidantes (76, 77).

1.4.1 — Atividade Fisica Aerdbia e Asma
A atividade fisica aerdbia tem sido recomendada como um meio
auxiliar efetivo para o tratamento de pacientes asmaticos (78, 79). Os mais

proeminentes efeitos da atividade fisica aer6bia em pacientes asmaticos sdo
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melhora da capacidade fisica e ventilatéria, diminuicdo de sintomas incluindo
a dispnéia, diminuicdo do broncoespasmo induzido por exercicio e também
do uso diario corticoides (80-83). Diversos estudos clinicos, entretanto,
ressaltam que a atividade fisica necessita ser realizada de maneira regular e
de intensidade baixa ou moderada e que os efeitos fisiol6gicos para estes

pacientes precisam ser melhor estudados (80-83).

1.4.2 — Atividade Fisica Aerdbia e Sistema Imune

Os efeitos antiinflamatérios da atividade fisica aerdbia tém sido
extensivamente investigados (84). De maneira geral, hA um consenso na
literatura de que a atividade aerdbia de alta intensidade e longa duracao
desencadeia uma resposta pro-inflamatéria enquanto as atividades de
intensidade leve e moderada e média ou longa duracdo desencadeiam uma
resposta  antiinflamatéria  (84-87). Grande parte dos efeitos
imunomodulatérios da atividade fisica aerdbia tém sido demonstrados em
casos de aterosclerose, diabetes, cancer de colon e de mama, e de doencas
cardiacas isquémicas (84). Esses estudos demonstram que essas respostas
sdo reguladas por inUmeras citocinas e/ou quimiocinas dentre elas: IL-113,
TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1, NAP-1, G-CSF (84-87). Aoi et al. (2004) sugerem
que a inflamacgdo aguda ocasionada pelo exercicio fisico de alta intensidade
pode ser provocada pelo aumento do estresse oxidativo que proporciona
uma intensa migracdo de fagocitos para a musculatura utilizada durante a

atividade (88).
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A atividade fisica aerdbia é capaz de modular tanto o sistema imune
inato quanto o adaptativo (89). Os mecanismos que modulam essas
respostas sdo basicamente dependentes dos efeitos hormonais (90),
metabdlicos (91) e mecéanicos (92). Embora o exercicio seja normalmente
classificado como um estimulo estressante cabe esclarecer que
normalmente ocorrem duas respostas ao exercicio: a resposta aguda e a
adaptacdo cronica (89, 93, 94). De acordo com Costa Rosa, “A resposta
aguda é reacdo transitéria ao estresse, enquanto o estimulo crénico gera a
resposta de adaptacdo crbnica ao exercicio, que habilita o organismo a
tolerar de maneira mais adequada o estresse” (89).

Portanto, uma vez que a asma € uma doenc¢a pulmonar inflamatéria
cronica de intensa imunoregulacdo, e que a atividade fisica aerébia
apresenta efeitos antiinflamatérios e imunoreguladores, acreditamos ser
importante estudar os efeitos da atividade fisica aerdbia num modelo

experimental de inflamacao pulmonar alérgica cronica.
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2.1 — Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos da atividade fisica aerobia de intensidade leve e
moderada sobre a inflamacgdo, remodelamento e responsividade pulmonar

num modelo experimental de inflamacgao pulmonar alérgica crénica.

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 — Avaliar os efeitos da atividade fisica aerdbia de intensidade
leve e moderada na inflamacao peribrénquica, perivascular e parenquimal.

2.2.2 — Avaliar os efeitos da atividade fisica aerdbia de intensidade
leve e moderada no remodelamento brénquico, vascular e parenquimal.

2.2.3 — Avaliar os efeitos da atividade fisica aerdbia de intensidade
leve e moderada na responsividade bronquica.

2.2.4 — Avaliar os efeitos da atividade fisica aerdbia de intensidade
leve e moderada na expressdo de citocinas e quimiocinas pelas células

inflamatdrias nos compartimentos peribrénquico, perivascular e parenquimal.



3. MATERIAL E METODOS
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Comissé&o de Etica
Todos os estudos aqui apresentados foram aprovados pelo Comité de
Etica para Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo (CAPPesq-FMUSP), Protocolo n° 503/05.

3.1 — Animais

Foram utilizados 96 camundongos machos da linhagem Balb/c,
adultos jovens, com 06 semanas de idade, pesando aproximadamente 15-
20g. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo e mantidos em condicbes controladas de
temperatura (22-25°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/12h escuro), e 70%
de umidade relativa. A alimentacdo constou de &agua e racdo (Purina

Labina®, S&o Paulo, Brasil) “ad libitum”.

3.2 — Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi dividido em 02 etapas sendo utilizado 48
animais para cada etapa e em ambas foi utilizado o mesmo protocolo
experimental com 06 grupos e 08 animais por grupo. Na 12 etapa, foi
avaliada as alteracbes do peso corporal, capacidade fisica, niveis de
imunoglobulinas IgE e IgG; e a inflamacéo e o remodelamento pulmonar. Na

22 etapa foi avaliada a responsividade bronquica.
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3.2.1 — Grupos Experimentais
Cada um dos 06 grupos experimentais foi constituido por 08 animais

conforme quadro abaixo:

Grupos Experimentais | Treinamento | Intensidade | Ovalbumina
Controle - - -
50% + Leve -
75% + Moderada -
OVA - - +
OVA+50% + Leve +
OVA+75% + Moderada +

3.2.2 — Sensibilizacado dos Animais

Foram realizadas 04 administracdes intraperitoniais (i.p) de OVA
(20pg/animal) diluida em soro fisiolégico (NaCl 0,9%), na propor¢cdo de
19/10ml, correspondendo a 20ug/OVA/animal, nos dias 0, 14, 28 e 42. A
partir do dia 21 do experimento, foram iniciadas as inalacoes de OVA 1%
diluida em soro fisioldgico, realizadas 03 vezes por semana, 30 minutos
cada sessdo, até o dia 51 do experimento. Para a realizacao da inalacéo, os
camundongos foram colocados numa caixa de acrilico (30 x 15 x 20 cm)
acoplada a um nebulizador ultrassénico (modelo Pulmoclear Il Luxo, marca
Soniclear®, SP, Brasil) e submetidos a inalacdo de um aerosol de (OVA)
preparada conforme descrito acima. Os animais nao sensibilizados foram

inalados com soro fisiol6gico.
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3.2.3 — Treinamento Aerdbio e Teste Fisico

O treinamento fisico aerdébio foi realizado em esteira ergométrica
adaptada para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed®, RS,
Brasil), por um periodo de 04 semanas. Na semana anterior ao inicio do
treinamento, os animais foram submetidos a 03 dias de adaptacao na esteira
ergométrica que constava de 10 minutos de atividade a uma velocidade de
0,2Km/h. Quarenta e oito horas apos o terceiro dia de adaptacdo, os animais
foram submetidos a um teste de esforco maximo. O teste consistiu de 05
minutos de aquecimento a uma velocidade de 0,2Km/h que era aumentada
em 0,1Km/h a cada 2,5 minutos até a exaustdo dos animais. Os animais
foram considerados exaustos quando ndo conseguiam permanecer correndo
mesmo apds 10 estimulos mecéanicos. A intensidade do treinamento (leve =
50% e moderada = 75%) era calculada a partir da velocidade maxima
atingida no teste. O treinamento foi realizado 05 vezes por semana, 60
minutos por sessao, durante 04 semanas. Apés este periodo, o teste fisico
foi repetido com o intuito de reavaliar o condicionamento fisico dos animais.

Esquema do protocolo experimental:

Primeira Inal 21 Ultima Inal 50

Sacrificio

Adap.14-16

1° Teste 18 Ultimo Teste 50
|

Inicio Treino 21

IP = injecdo intra-peritonial de OVA ou salina; Inal = inalacéo de aerosol de OVA ou salina.
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3.3 — Avaliacédo da Responsividade Bronquica

Setenta e duas horas apds a ultima inalagdo com OVA ou salina, a
responsividade bronquica para metacolina (MCh) foi avaliada em
camundongos conscientes usando um sistema de pletismografia de corpo
inteiro com fluxo (Buxco Europe, Winchester, Reino Unido). Os
camundongos foram colocados em um pletismografo de corpo inteiro
respirando espontaneamente para coleta dos valores de fluxo. O
pletismografo de corpo inteiro utilizado ndo é totalmente vedado e apresenta
dois orificios que conectam o interior da camera com o meio externo. O
conjunto formado por esses dois orificios € denominado, pelo fabricante, de
pneumotacoégrafo. O sinal de pressédo dentro do pletismografo em relacao a
atmosfera foi coletado. Estes valores de pressao foram proporcionais ao
fluxo entrando e saindo da camara através do pneumotacégrafo. Para
estimar o fluxo e o volume advindos do sinal de pressdo da camara, o
pletismografo foi calibrado injetando-se 01 ml de ar antes da tomada das
medidas. O tempo de expiracdo (TE) e relaxamento (TR; definido como o
tempo de decaimento até 36% da pressdo total da camara durante a
expiracdo), o pico inspiratério e expiratorio foram extraidos do sinal de
pressao da camara. Os picos de fluxo expiratérios (PFE) e inspiratérios (PFI)
foram calculados a partir das pressdes desses picos (95). Os valores da
“pausa aumentada” enhanced pause (Penh) foram calculadas de acordo

com a féormula abaixo:
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A literatura demonstra que o Penh tem uma relacdo teérica com a
obstrucdo das vias aéreas (95-97). Portanto, a hiperresponsividade
bronquica foi avaliada utilizando os valores calculados do Penh como um
indice. As medidas basais foram tomadas durante trés minutos apds a
ambientagcdo dos animais. Uma meédia das medidas foi calculada para este
intervalo. Em seguida os camundongos foram expostos a nebulizacdo de
solucdo fisiolégica 0,9% por 03 minutos, seguidos pela nebulizacdo das
seguintes concentracbes de metacolina (6,25, 12,5, 25,0, 50,0 mg/ml). As
medidas foram obtidas por 05 minutos (sendo 03 minutos durante a
nebulizacao e 02 minutos apos). Os valores do Penh foram calculados como
a média de aproximadamente 25 ciclos respiratérios, e as médias dos

valores cumulativos foi expressa para cada concentragéo (95-97).

3.4 — Coleta e Analise do Lavado Broncoalveolar (LBA)

Apés a avaliagdo da responsividade brénquica, os animais foram
anestesiados com tiopental sddico (6mg/Kg, i.p.), traqueostomizados e
canulados. Os pulmfes foram lavados com 1,5ml (03 x 0,5ml) de soro
fisiolégico estéril (NaCl 0,9%) e 1,0ml de LBA foi recuperado. Este volume foi
entdo centrifugado (1000rpm, durante 10 minutos) a 05°C, e o sobrenadante
coletado e armazenado a —70°C para andlises futuras. O botdo de células foi
ressuspendido em 1,0ml de soro fisiolégico estéril (NaCl 0,9%) e utilizado
para avaliacdo do numero de células total e diferencial. Vinte microlitros
foram utilizados para contagem total num hematocitdmetro (Laser Blood Cell

Counter, modelo JXJ-402 Automatico, Shangai Sichuang Instrument, SG,
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China) e 500 ul para contagem diferencial apés centrifugacdo (06 min, 450
rpm) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments, Sewickley, PA) e fixacdo em
laminas com o corante Griin-wald-Giemsa. Foram contadas 300 células por

lamina (98).

3.5 — Avaliacédo dos Titulos de IgE e IgG; Especificos para OVA

Apés a coleta do lavado broncoalveolar, os animais foram
tricotomizados, realizada a assepsia da area cirdrgica com iodo polvidona
(Polvidini®) e realizada uma incisdo de 3-4 cm na linha mediana do abdémen
do animal. Foi entdo coletada uma amostra de sangue (01ml) na via veia
cava inferior utilizando seringa (01ml) e agulha (12,7mm x 0,33mm). As
amostras de sangue foram centrifugadas (5000 rpm, 5°C) e o soro
aliquotado e armazenado a — 70°C para analise dos titulos de
imunoglobulinas IgE e 1gG; especificos para OVA.

A técnica de anafilaxia cutanea passiva (PCA) foi utilizada conforme
previamente descrito para determinacao dos titulos de IgE e 1gG4, (99, 100).
Para a determinacédo dos titulos de IgE especificos para OVA, uma amostra
de 0,1ml do soro dos camundogos foi submetida a diferentes diluices (a
partir de 1:5) e foram injetadas intradermicamente no dorso de ratos Wistar
sem nenhum tratamento. Vinte e quatro horas apdés a sensibilizacdo passiva,
0s ratos receberam uma injecdo intravenosa de 01ml de soro fisioldgico
contendo 01 mg de OVA e 10 mg de Azul de Evans. Uma hora apos esta
administragao, os ratos foram sacrificados, tiveram o dorso tricotomizados e

o diametro das manchas azuis na porcéo subcutanea foi quantificado.
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Para a determinacdo dos titulos de 1gG; especificos para OVA, uma
aliquota de 0,1ml do soro dos camundongos foi incubado durante 03 horas,
a 56°C com o objetivo de neutralizar os anticorpos IgE. Estas amostras
foram submetidas a diferentes diluicbes (a partir de 1:20) e injetadas
intradermicamente em camundongos Balb/c sem nenhum tipo de tratamento.
Apés a sensibilizacéo passiva (24 horas), os camundongos foram desafiados
e a determinacéo do titulo foi realizada como acima. Os titulos de IgE e IgG;
especificos para OVA foram definidos como a maior diluicdo que apresentou

uma mancha azul de no minimo 10mm de diametro (99, 100).

3.6 — Histoquimica e Imunohistoquimica

Imediatamente apds a coleta do LBA e do sangue, os pulmdes foram
perfundidos com 0,3ml de formol 10%. A caixa toracica foi entdo aberta, a
traquéia clampeada, sendo retirado todo o sistema cardiopulmonar em bloco
e colocado em formol 10% durante 24 horas. Apos esse periodo, os pulmdes
foram cortados no seu maior eixo e foram submetidos a processamento

histoldgico de rotina.

3.6.1 — Histoquimica

As laminas contendo cortes histologicos de 05um foram submetidas
aos seguintes procedimentos:

- Hematoxilina e Eosina - coloracdo utilizada para avaliacdo do
indice da espessura da camada epitelial, da musculatura lisa da via aérea, e

do musculo liso vascular.
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- Luna - coloragdo utilizada para avaliagdo da densidade de
eosindfilos peribrénquicos, perivasculares, e do parénquima alveolar (27,
101, 102).

- Resorcina Fucsina de Weigert com Oxidacdo - coloracéo
utilizada para avaliacdo da propor¢ao de volume de fibras elasticas nas vias
aéreas, nNos vasos e no parénquima pulmonar (25, 27).

- Picrossirius — coloracao utilizada para avaliacdo da proporcdo de
volume de fibras colagenas nas vias aéreas, nos vasos e no parénquima

pulmonar (25, 27).

3.6.2 — Imunohistoquimica

As laminas previamente preparadas com (3-Aminopropil-trietoxi-
silano) (Silane - Sigma) contendo os cortes histolégicos dos pulmdes foram
inicialmente desparafinadas e hidratas e submetidas aos seguintes
procedimentos:

Etapa 1 — Recuperacao antigénica: através de Proteinase K por 20
minutos (37°C) seguidos de descanso de 20 minutos em temperatura
ambiente. ApGs este periodo, as laminas foram lavadas em PBS.

Etapa 2 — Bloqueio e Incubacdo com Anticorpo Primario: O
blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada (H205)
10V 3% (3 x 10 minutos), seguidos de incubacdo com os anticorpos
primarios: anti-IL-5 (sc-7885; Santa Cruz), anti-IFN-gama (sc-8308; Santa
Cruz), anti-MCP-1(sc-1784; Santa Cruz) , anti-IL-2 (sc-7896; Santa Cruz) e

anti-IL-4 (sc-1260; Santa Cruz), diluidos em BSA na proporcéo de 1:200 (IL-
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5), 1:300 (IFN-gama), 1:3500 (MCP-1), 1:400 (IL-2) e 1:500 (IL-4), os quais
foram aplicados sobre os cortes relativos ao experimento e também aos
controles (positivo e negativo) de tecido, e as laminas incubadas “overnight”.

Etapa 3 — Incubacdo com Anticorpo Secundéario e Complexo: As
laminas foram lavadas em PBS e incubadas pelo ABCKit Vectastain (Vector
Elte — PK-6105 (anti-goat) / PK-6101 (anti-rabbit). Apenas para o0s
anticorpos primarios anti-IL-2 e anti-IL-4, apds a incubacdo do anticorpo
secundario, seguiu-se o bloqueio da peroxidade endégena com H,0,10V 3%
+ metanol (1:1) (2 x 10 minutos) e posteriormente incubagcdo com o
complexo.

Etapa 4 — Revelacao: Seguiu-se com a lavagem das laminas em PBS
e revelacdo pelo cromégeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical
Co, Saint Louis, Missouri, EUA).

Etapa 5 — Contra-Coloracdo e Montagem das Laminas: As laminas
foram lavadas abundantemente em agua corrente e contra-coradas com
Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, as
mesmas foram lavadas em &gua corrente, desidratadas, diafanizadas e
montadas com resina para microscopia Entellan (Merck, Darmstadt,

Alemanha).

3.7 — Andlise Morfométrica dos Pulmoes
Todos o0s parametros histologicos apresentados a seguir foram
avaliados através da técnica de morfometria, utilizando um reticulo de 50

retas e 100 pontos, com &rea conhecida (10.000 pm? para aumento de
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1000x; 62.500 pm? para aumento de 400x), adaptado & ocular do

microscoépio.

3.7.1 - Inflamacdo Peribrénquica: (células mononucleares,
eosinofilos e células inflamatérias positivas para IL-4, IL-5, IL-2 e IFN-gama):
Foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, cinco campos por via
aérea, avaliados num aumento de 1000x. A area utilizada para a avaliacdo
da densidade de células inflamatérias foi calculada a partir do nimero de
pontos que incidiam na parede das vias aéreas (localizados entre o musculo
e a adventicia). A densidade de células foi determinada como o nimero de
células positivas em cada campo, dividido pela area de tecido. A densidade
de células foi expressa em células/um? e os resultados foram transformados

para cells/mm?, ajustando-se as unidades (26, 27).

3.7.2 — Remodelamento Bronquico e indice de Broncoconstrigéo:
Foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, cinco campos por via
aérea,. A proporcdo de volume de fibras coldgenas e de fibras elasticas foi
calculada como a proporcdo do numero de pontos que incidiram sobre fibras
colagenas ou elasticas pelo nimero de pontos que incidiram na parede das
vias aéreas (localizados entre a membrana basal epitelial até a adventicia),
avaliados num aumento de 1000x. Os resultados foram expressos em
porcentagem. O indice de espessura do musculo liso e da camada epitelial
brénquica foi calculado como o nimero de pontos que incidiram sobre o

musculo liso ou camada epitelial brénquica, divididos pelo numero de
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interceptos que cruzaram a membrana basal epitelial. O indice de
broncoconstricdo foi calculado como a raiz quadrada do numero de
interceptos que cruzaram a membrana basal dividida pelo nimero de pontos
que incidiram sobre a luz da via aérea. Os indices de espessura do musculo
liso e camada epitelial e o indice de broncoconstricdo foram realizados em

aumento de 400x.

3.7.3 — Inflamac&o Perivascular e Edema Perivascular: Para a
avaliacdo da densidade de células mononucleares, eosindéfilos e células
inflamatérias positivas para IL-4, IL-5, IL-2, IFN-gama e MCP-1, foram
utilizadas 05 artérias brobnquicas de cada animal, avaliadas num aumento de
1000x. A éarea avaliada foi calculada a partir do nimero de pontos que
incidiam na parede vascular, localizados entre a camada muscular lisa até a
adventicia. A densidade de células foi determinada como o numero de
células positivas ao redor de todo o vaso, dividido pela area avaliada. A
densidade de células foi expressa em células/um? e os resultados foram
transformados para cells/mm?, ajustando-se as unidades (26, 27). O indice
de edema perivascular foi realizado a partir do nimero de pontos que
incidiram sobre as areas de edema pelo numero de interceptos que

cruzaram o limite externo da camada muscular lisa.

3.7.4 — Remodelamento Vascular: A proporcao de volume de fibras
coldgenas e elasticas e o indice de espessura do musculo liso foram

avaliados em 05 artérias bronquicas de cada animal, analisadas num
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aumento de 1000x. A &rea avaliada foi calculada a partir do niamero de
pontos que incidiam na parede vascular, localizados entre a camada
muscular lisa até a adventicia. A proporcao de volume de fibras colagenas e
de fibras elasticas foi calculada como a relagcdo do nimero de pontos que
incidiram sobre fibras coldgenas ou elasticas divididas pelo numero de
pontos que incidiram na parede dos vasos. Os resultados foram expressos
em porcentagem. O indice de espessura do musculo liso vascular foi
calculado como o niumero de pontos que incidiram sobre o musculo liso,
divididos pelo numero de interceptos que cruzaram o limite externo da

camada muscular.

3.7.5 — Inflamacédo do Parénquima Alveolar: Para a avaliacdo da
densidade de células mononucleares, eosindéfilos e células inflamatérias
positivas para IL-4, IL-5, IL-2 e IFN-gama, foram utilizados 25 campos do
parénquima em cada animal, escolhidos de maneira aleatéria, avaliados
num aumento de 1000x. A area utilizada para avaliagdo da inflamacao
tecidual foi calculada a partir do nimero de pontos que incidiram nos septos
alveolares. A densidade de células foi determinada como o numero de
células positivas nos septos alveolares dividido pela area mensurada. A
densidade de células foi expressa em células/um? e os resultados foram

transformados para cells/mm?, ajustando-se as unidades (26, 27).

3.7.6 — Remodelamento do Parénquima Alveolar: A proporcao de

volume de fibras coldgenas e elasticas foi determinada analisando-se 25
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campos do parénquima em cada animal, escolhidos de maneira aleatoéria,
avaliados num aumento de 1000x. A proporcdo de volume de fibras
colagenas ou elasticas foi calculada como a relagdo entre o numero de
pontos que incidiram sobre fibras colagenas ou elasticas e o nimero de
pontos que incidiram nos septos alveolares. Os resultados foram expressos

Ccomo porcentagem.

3.8 — Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1
(Califérnia, EUA). A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram
submetidos ao teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls
para comparacdo entre o0s grupos. Os dados com distribuicdo né&o
paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA on Ranks seguido
pelo teste de Dunn’s para a comparacdo entre os grupos. Os niveis de
significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os graficos foram

elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (Califérnia, EUA).
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Os animais foram pesados e submetidos a um teste de esforco para
avaliar a performance fisica antes e ap0s o estudo. Somente 0s animais
sensibilizados e submetidos ao treinamento fisico de intensidade moderada
(OVA+75%) ganharam peso corporal quando comparado com todos os
demais grupos (p<0,001) (Figura 1). Além disto, todos os grupos treinados
(50%, 75%, OVA+50% e OVA+75%) melhoraram o desempenho fisico se

comparado com 0s grupos néo treinados (p<0,001) (Figura 2).
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Figura 1 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou moderada
no ganho de peso corporal dos animais. Valores expressos como média e desvio
padrdo. Controle: animais néo sensibilizados e ndo submetidos ao condicionamento
fisico; 50%: animais ndo sensibilizados submetidos ao treinamento fisico de 50% da
intensidade; 75%: animais ndo sensibilizados submetidos a um condicionamento
fisico de 75% da intensidade; OVA: animais sensibilizados a ovalbumina;
OVA+50%: animais sensibilizados e submetidos ao treinamento fisico de 50% da
intensidade; OVA+75%: animais sensibilizados e submetidos ao treinamento fisico
de 75% da intensidade. * p<0,001 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 2 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou moderada
na melhora da performance fisica dos animais. Valores expressos como média e
desvio padrdo. Os grupos estdo descritos na Figura 1. * p<0,001 quando

comparado com 0s grupos nao treinados.
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A responsividade brénquica foi avaliada pela inalacdo dos animais a
doses crescentes de metacolina (de 6,25 a 50 mg/ml) (Figura 3). Os animais
do grupo 75% e OVA+75% apresentaram alteracdo do Penh na condicéo
basal quando comparado com o grupo controle (*p<0,05). Quando
submetidos a inalacdo de salina, os animais dos grupos 50%, OVA e
OVA+75% apresentaram alteracdo do Penh quando comparados aos do
grupo Controle (*p<0,05). Os animais dos grupos OVA+50% e OVA+75%
apresentaram alteracdo do Penh quando submetidos a inalacdo de
6,25mg/ml de metacolina em relacdo ao grupo Controle (*p<0,05). Quando
submetidos a inalacdo de 12,5mg/ml de metacolina os animais do grupo
OVA+50% apresentou alteracdo do Penh quando comparado com os
animais do grupo Controle (*p<0,05). Os animais do grupo OVA+50% e
apresentaram alteracdo do Penh em relacdo a todos os demais grupos
(*p<0,05) e os animais do grupo OVA+75% apresentaram alteracao do Penh
em relacdo ao grupo Controle (*p<0,05) quando submetidos a inalagdo de
25,0mg/ml de metacolina (*p<0,05). Quando submetidos a inalacdo de
50,0mg/ml de metacolina os animais do grupo OVA+75% apresentaram
alteracdo do Penh em relacdo aos grupos Controle e 75% (*p<0,05) e o
grupo 50% em relacdo ao grupo 75% (*p<0,05). De maneira geral e
interessantemente, os animais sensibilizados e submetidos ao treinamento
fisico aerdbio de intensidade leve e moderada apresentaram aumento da
hiperresponsividade & maioria das doses de metacolina quando comparado

com o grupo Controle.
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Figura 3 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou moderada
na responsividade bronquica. Valores expressos como média e erro padrao. BAS:
basal; SAL: salina; 6 a 50: doses crescentes de metacolina (em mg/ml). Os grupos

estdo descritos na Figura 1.
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Os niveis plasmaticos de imunoglobulinas E (IgE) e G (1gG;) foram
quantificados ao término do estudo (respectivamente, Figuras 4 e 5). O
treinamento fisico em animais ndo sensibilizados ndo modificou os niveis de
IgE e IgG;: se comparado com o grupo Controle. A sensibilizacdo a OVA
aumentou os niveis de IgE e IgG; e o treinamento fisico de intensidade leve
e moderada nos animais sensibilizados ndo modificou estes niveis de IgE e

IgG; induzidos pela sensibilizacdo a OVA (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre os niveis de IgE especificos para OVA. Valores expressos como
média e desvio padrdo. Os grupos estdo descritos na Figura 1. *p<0,001 quando

comparado com os grupos Controle, 50% e 75%.
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Figura 5 — Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou
moderada sobre os niveis de 1gG; especificos para OVA. Valores expressos como
média e desvio padrao. Os grupos estdo descritos na Figura 1. *p<0,001 quando

comparado com os grupos Controle, 50% e 75%.
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A inflamacdo pulmonar foi avaliada através da quantificacdo de
células totais (Figura 6) e diferenciais (Figuras 7 a 9) no lavado
broncoalveolar (LBA). O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada
em animais ndo sensibilizados ndo modificou o niumero total de células no
LBA. A sensibilizagdo com OVA elevou em aproximadamente 05 vezes
namero total de células. O treinamento fisico de intensidade leve e
moderada ndo modificou o aumento de migracao total de células induzido

pela sensibilizagdo alérgica crénica (Figura 6).
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Figura 6 — Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou
moderada sobre o nimero de células totais no LBA. Valores expressos em box plot
(a linha media do box define a mediana, as linhas terminais do box representam os
percentis 25 e 75% e as linhas terminais da barra de erro representam os percentis
10 e 90%). Os grupos estdo descritos na Figura 1. *p<0.001 quando comparado

com os grupos Controle, 50% e 75%.
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N&o foram observadas diferencas no numero de eosinéfilos no LBA
entre os grupos nao sensibilizados (Figura 7). A sensibilizacdo a OVA
aumentou em aproximadamente 03 vezes o numero de eosindfilos no LBA
quando comparado aos grupos néo sensibilizados (*p<0,001). Este aumento
foi totalmente inibido quando os animais sensibilizados a OVA foram
submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou moderada (Figura

7).
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Figura 7 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre o nimero de eosinéfilos no LBA. Valores expressos em box plot
(detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo descritos na Figura 1. *p<0,001

guando comparado com todos 0s demais grupos.
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Nem o treinamento fisico aerdébio nem a sensibilizagdo alérgica
cronica desencadearam alteracdo no numero de neutréfilos no LBA e néo foi

observada diferenca entre todos os grupos (Figura 8) (p>0,05).
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Figura 8 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre o nimero de neutréfilos no LBA. Valores expressos em box plot
(detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo descritos na Figura 1. Nao foram
encontradas diferengas no nimero de neutréfilos no lavado broncoalveolar quando

comparados todos 0s grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nado sensibilizados ndo modificou o nimero total de células no LBA. (Figura
9). A sensibilizagdo a OVA aumentou em aproximadamente 03 vezes o
namero de células mononucleares no LBA quando comparado aos grupos
ndo sensibilizados (*p<0,001). O treinamento fisico de intensidade leve e
moderada ndo modificou o aumento de migracdo de células mononucleares

induzida pela sensibilizacédo alérgica crénica (Figura 9).
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Figura 9 - Efeitos do treinamento fisico aer6bio de intensidade leve ou
moderada sobre o nimero de células mononucleares no LBA. Valores expressos
em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estéo descritos na Figura 1.

*p<0,001 quando comparado com os grupos Controle, 50% e 75%.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade peribrénquica de células
mononucleares. (Figura 10). A sensibilizacdo a OVA aumentou em
aproximadamente 03 vezes a densidade peribrbnquica de células
mononucleares quando comparado aos grupos nao sensibilizados
(*p<0,001). O treinamento fisico de intensidade leve e moderada né&o
modificou 0 aumento da densidade peribronquica de células mononucleares

induzida pela sensibilizacéo alérgica cronica (Figura 10).
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Figura 10 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade peribrénquica de células mononucleares. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo descritos

na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com os grupos Controle, 50% e 75%.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou a densidade peribrénquica de eosindfilos.
(Figura 11). A sensibilizacdo & OVA aumentou em aproximadamente 150
vezes a densidade peribrénquica de eosindfilos quando comparado aos
grupos nao sensibilizados (*p<0,001). Este aumento foi quase totalmente
inibido quando os animais sensibilizados a OVA foram submetidos ao

treinamento fisico de intensidade leve ou moderada (Figura 11).
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Figura 11 - Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade peribronquica de eosindfilos. Valores expressos em
box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo descritos na Figura 1.

*p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade peribrénquica de células
inflamatorias positivas para IL-4 e IL-5 (respectivamente, figuras 12 e 13). A
sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 500 vezes a
densidade peribronquica de células inflamatérias positivas para IL-4 e IL-5
quando comparado aos grupos nado sensibilizados (*p<0,001). Estes
aumentos foram quase totalmente inibidos quando os animais sensibilizados
a OVA foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou

moderada (Figura 12 e 13).
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Figura 12 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade peribronquica de células inflamatorias positivas para
IL-4. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos
estdo descritos na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos os demais

grupos.
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Figura 13 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade peribrénquica de células inflamatérias positivas para
IL-5. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos

estdo descritos na Figura 1. *p<0,001 gquando comparado com todos os demais
grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade peribrénquica de células
inflamatorias positivas para IL-2 e IFN-gama (respectivamente, figuras 14 e
15). A sensibilizacdo também ndo aumentou a densidade peribrénquica de
células inflamatérias positivas para IL-2 e IFN-gama quando comparado aos

grupos nao sensibilizados.
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Figura 14 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade peribronquica de células inflamatorias positivas para
IL-2. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos

estdo descritos na Figura 1. N&o foram encontradas diferengas entre 0s grupos.
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Figura 15 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade peribrénquica de células inflamatérias positivas para
IFN-gama. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os
grupos estdo descritos na Figura 1. Nao foram encontradas diferencas entre os

grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou a propor¢ao de volume de fibras colagenas
e elasticas nas vias aéreas (respectivamente, figuras 16 e 17). A
sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 03 e 1,5 vezes
(respectivamente) a proporcao de volume de fibras colagenas e elasticas
nas vias aéreas quando comparado aos grupos nao sensibilizados
(*p<0,001). Estes aumentos foram totalmente inibidos quando os animais
sensibilizados a OVA foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade

leve ou moderada (Figura 16 e 17).
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Figura 16 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a propor¢cdo de volume de fibras colagenas nas vias aéreas.
Valores expressos como média e desvio padrdo. Os grupos estdo descritos na

Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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Figura 17 — Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou
moderada sobre a proporc¢éo de volume de fibras elasticas nas vias aéreas. Valores
expressos como média e desvio padrdo. Os grupos estdo descritos na Figura 1.

*p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou o indice de espessura do musculo liso e da
camada epitelial das vias aéreas (respectivamente, figuras 18 e 19). A
sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 03 vezes o indice de
espessura do musculo liso e da camada epitelial das vias aéreas quando
comparado aos grupos nao sensibilizados (*p<0,001). Estes aumentos foram
totalmente inibidos quando os animais sensibilizados a OVA foram
submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou moderada (Figura

18 e 19).
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Figura 18 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre o indice de espessura do musculo liso das vias aéreas. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo descritos

na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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Figura 19 — Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade leve ou
moderada sobre o indice de espessura da camada epitelial das vias aéreas.
Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo

descritos na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou o indice de broncoconstri¢cdo (Figura 20). A
sensibilizacdo a OVA aumentou o indice de broncoconstricdo quando
comparado aos grupos nao sensibilizados (*p<0,05). Este aumento foi
totalmente inibido quando os animais sensibilizados a OVA foram
submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou moderada (Figura

20).

2.0-
o
18., *
@ 15
(@)
e
S T T
S 1.0
o)
D)
O
8 054
©
=

0.0

@ \© N
%

Figura 20 — Efeitos do treinamento fisico aerdGbio de intensidade leve ou
moderada sobre o indice de broncoconstricdo. Valores expressos como média e
desvio padrédo. Os grupos estédo descritos na Figura 1. *p<0,05 quando comparado

com todos os demais grupos.
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Os painéis de fotomicrografias representam, respectivamente, a
expressdo de células inflamatérias peribronquicas positivas para IL-4 e o

conteldo de fibras coldgenas nas vias aéreas.

Figura 22 — A = Controle; B = OVA; C = OVA+50%; D = OVA+75%.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade perivascular de células
mononucleares. (Figura 23). A sensibilizacdo a OVA aumentou em
aproximadamente 05 vezes a densidade perivascular de células
mononucleares quando comparado aos grupos nao sensibilizados
(*p<0,001). O treinamento fisico de intensidade leve e moderada né&o
modificou o aumento da densidade perivascular de células mononucleares

induzida pela sensibilizacédo alérgica cronica (Figura 23).

3000+

*
2000- 1 = =

1000- T
1 —|_ -
= =

N <§\° /\Qg\° OQ?‘ <§\o /\<8\°

Células Mononucleares
Perivasculares/mm?

& X X
v
S & o

Figura 23 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de células mononucleares. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo descritos

na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com os grupos Controle, 50% e 75%.



Resultados 54

O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou a densidade perivascular de eosinofilos.
(Figura 24). A sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 350
vezes a densidade perivascular de eosindfilos quando comparado aos
grupos néo sensibilizados (*p<0,001). Este aumento foi inibido quando os
animais sensibilizados a OVA foram submetidos ao treinamento fisico de

intensidade leve ou moderada (Figura 24).
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Figura 24 — Efeitos do treinamento fisico aerdGbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de eosindfilos. Valores expressos em
box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo descritos na Figura 1.

*p<0,001 quando comparado com todos os demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade perivascular de células
inflamatorias positivas para IL-4 e IL-5 (respectivamente, figuras 25 e 26). A
sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 1800 vezes a
densidade perivascular de células inflamatorias positivas para IL-4 e IL-5
quando comparado aos grupos nao sensibilizados (*p<0,001). Estes
aumentos foram totalmente inibidos quando os animais sensibilizados a OVA
foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou moderada

(Figura 25 e 26).
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Figura 25 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de células inflamatérias positivas para IL-
4. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo

descritos na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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Figura 26 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de células inflamatorias positivas para IL-
5. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estao

descritos na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos os demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade perivascular de células
inflamatorias positivas para IL-2 e IFN-gama (respectivamente, figuras 27 e
28). A sensibilizacdo também nao aumentou a densidade perivascular de
células inflamatérias positivas para IL-2 e IFN-gama quando comparado aos

grupos nao sensibilizados.
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Figura 27 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de células inflamatérias positivas para IL-
2. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo

descritos na Figura 1. N&do foram encontradas diferencas entre 0s grupos.
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Figura 28 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de células inflamatdrias positivas para
IFN-gama. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os
grupos estdo descritos na Figura 1. Nao foram encontradas diferencas entre os

grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade perivascular de células
inflamatérias positivas para MCP-1 (Figura 29). A sensibilizacdo a OVA
aumentou em aproximadamente 3,5 vezes a densidade perivascular de
células inflamatérias positivas para MCP-1 quando comparado aos grupos
nao sensibilizados (*p<0,001). Estes aumentos foram quase totalmente
inibidos quando os animais sensibilizados a OVA foram submetidos ao

treinamento fisico de intensidade leve ou moderada (Figura 29).
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Figura 29 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade perivascular de células inflamatérias positivas para
MCP-1. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos
estdo descritos na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos os demais
grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou o indice de edema perivascular (Figura
30). A sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 01 vez o indice
de edema perivascular quando comparado aos grupos néo sensibilizados
(*p<0,05). Este aumento foi totalmente inibido quando os animais
sensibilizados a OVA foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade

leve ou moderada (Figura 30).
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Figura 30 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre o indice de edema perivascular. Valores expressos como média e
desvio padréo. Os grupos estdo descritos na Figura 1. *p<0,05 quando comparado

com todos os demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou a propor¢ao de volume de fibras colagenas
e elasticas nos vasos (respectivamente, figuras 31 e 32). A sensibilizacdo a
OVA aumentou em aproximadamente 02 vezes a propor¢ao de volume de
fibras colagenas e elasticas nos vasos quando comparado aos grupos nao
sensibilizados (*p<0,001). Estes aumentos foram totalmente inibidos quando
0s animais sensibilizados a OVA foram submetidos ao treinamento fisico de

intensidade leve ou moderada (Figura 31 e 32).
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Figura 31 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a proporcdo de volume de fibras colagenas nos vasos. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo descritos

na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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Figura 32 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a propor¢do de volume de fibras elasticas nos vasos. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo descritos

na Figura 1. *p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou o indice de espessura do musculo liso
vascular (Figura 33). A sensibilizacgo a OVA aumentou em
aproximadamente 04 vezes o indice de espessura do musculo liso vascular
quando comparado aos grupos nao sensibilizados (*p<0,001). Estes
aumentos foram totalmente inibidos quando os animais sensibilizados a OVA

foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou moderada

(Figura 33).
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Figura 33 — Efeitos do treinamento fisico aer6bio de intensidade leve ou
moderada sobre o indice de espessura do musculo liso vascular. Valores expressos
em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estéo descritos na Figura 1.

*p<0,001 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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Os painéis de fotomicrografias representam, respectivamente, a
expressao de células inflamatérias perivasculares positivas para MCP-1 e o

conteudo de fibras colagenas vasculares.
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Figura 35 - A: Controle; B: OVA; C: OVA+50%; D: OVA+75%.
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O treinamento fisico de intensidade moderada em animais nao
sensibilizados ndo modificou a densidade parenquimal de células
mononucleares. (Figura 36). Os treinamentos de intensidade leve (grupo
50%), a sensibilizacdo a OVA (grupo OVA), e o treinamento fisico aerébio de
intensidade leve e moderada em animais sensibilizados (respectivamente,
grupos OVA+50% e OVA+75%) apresentaram aumentos de
aproximadamente 03 vezes sobre a densidade parenquimal de células

mononucleares quando comparado com os demais grupos (*p<0,05).
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Figura 36 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade de células mononucleares parenquimais. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo descritos

na Figura 1. *p<0,05 quando comparado com todos os demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndao modificou a densidade parenquimal de eosindfilos.
(Figura 37). A sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 10
vezes a densidade parenquimal de eosinéfilos quando comparado aos
grupos nao sensibilizados (*p<0,01). Este aumento foi inibido quando os
animais sensibilizados a OVA foram submetidos ao treinamento fisico de

intensidade leve ou moderada (Figura 37).
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Figura 37 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade parenquimal de eosinéfilos. Valores expressos em
box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estdo descritos na Figura 1.

*p<0,01 quando comparado com todos 0s demais grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade parenquimal de células
inflamatorias positivas para IL-4 e IL-5 (respectivamente, figuras 38 e 39). A
sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 250 vezes a
densidade parenquimal de células inflamatérias positivas para IL-4 e IL-5
quando comparado aos grupos nao sensibilizados (*p<0,01). Estes
aumentos foram totalmente inibidos quando os animais sensibilizados a OVA
foram submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou moderada

(Figura 38 e 39).
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Figura 38 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade parenquimal de células inflamatérias positivas para
IL-4. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos
estdo descritos na Figura 1. *p<0,01 quando comparado com todos os demais

grupos.
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Figura 39 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade parenquimal de células inflamatérias positivas para
IL-4. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos
estdo descritos na Figura 1. *p<0,01 quando comparado com todos os demais

grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
ndo sensibilizados ndo modificou a densidade parenquimal de células
inflamatorias positivas para IL-2 e IFN-gama (respectivamente, figuras 40 e
41). A sensibilizacdo também ndo aumentou a densidade parenquimal de
células inflamatérias positivas para IL-2 e IFN-gama quando comparado aos
grupos nao sensibilizados. Entretanto, os animais sensibilizados e
submetidos ao treinamento fisico aerébio de intensidade leve e moderada
(respectivamente, grupos OVA+50% e OVA+75%) apresentaram aumento

da densidade parenquimal de células inflamatorias para IL-2 (*p<0,05).
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Figura 40 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade parenquimal de células inflamatérias positivas para
IL-2. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos
estdo descritos na Figura 1. *p<0.05 quando comparado com todos os demais

grupos.
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Figura 41 — Efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade leve ou
moderada sobre a densidade parenquimal de células inflamatérias positivas para
IFN-gama. Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os
grupos estdo descritos na Figura 1. Nao foram encontradas diferencas entre os
grupos.
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O treinamento fisico de intensidade leve ou moderada em animais
nao sensibilizados ndo modificou a propor¢ao de volume de fibras colagenas
e elastica no parénquima (respectivamente, figuras 42 e 43). A
sensibilizacdo também ndo aumentou a proporcdo de volume de fibras
colagenas e elasticas no parénquima quando comparado aos grupos nao

sensibilizados.
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Figura 42 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a propor¢do de volume de fibras colagenas no parénquima.
Valores expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo

descritos na Figura 1. N&do foram encontradas diferencas entre 0s grupos.
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Figura 43 — Efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade leve ou
moderada sobre a proporgéo de volume de fibras elasticas no parénquima. Valores
expressos em box plot (detalhes descritos na Figura 6). Os grupos estédo descritos

na Figura 1. Nao foram encontradas diferencas entre os grupos.
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O presente estudo demonstrou que o treinamento fisico de
intensidade leve ou moderada inibiu a eosinofilia induzida pela sensibilizacéo
pulmonar alérgica crénica com ovalbumina, assim como a expressao de IL-
4, IL-5 e MCP-1 pelas células inflamatérias, nos compartirmentos
peribrénquico, perivascular e parenquimal. O estudo também demonstrou
que ambas as intensidades de treinamento fisico aerébio foram capazes de
inibir o remodelamento bronquico e vascular induzidos pela inflamacéo
pulmonar alérgica crbnica. Esses resultados sugerem que o treinamento
fisico aerdbio pode exercer um importante papel no tratamento da asma,
devido aos seus possiveis efeitos antiinflamatorios, que parecem nao estar
somente restrito as vias aéreas, mas que também sao extensivos aos vasos
e parénquima pulmonares.

A asma é uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas e diversos
estudos tém demonstrado que as células inflamatdrias exercem um papel
central tanto no processo inflamatério na asma quanto no remodelamento e
que ambos os fatores estdo associados com a obstrucdo bronquica (103-
109). Esses estudos também demonstram que a expressao de IL-4 e IL-5
por células inflamatorias estdo aumentadas tanto em modelos experimentais
quanto em estudos clinicos, resultados também encontrados em nosso
trabalho (103-109). Outros trabalhos demonstram que a expressao
aumentada de IL-4 e IL-5 age tanto direta quanto indiretamente promovendo
diferenciagéo, proliferacdo, aumento do recrutamento e da sobrevida das
células inflamatérias na inflamacao alérgica (106, 110, 111). Alguns autores

sugerem que o processo de remodelamento das vias aéreas é secundario a
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inflamacédo, sendo também a causa mais comum para se explicar as
anormalidades funcionais na asma (112, 113).

Em nosso modelo experimental, encontramos intensa eosinofilia
pulmonar, demonstrada através do aumentado contetdo de eosindfilos no
LBA, nos compartimentos peribronquico, perivascular e no parénquima
alveolar. Outra caracteristica importante em nosso modelo animal foi o
grande aumento da expressao de IL-4 e IL-5 pelas células inflamatérias nos
compartimentos pulmonares peribrbnquico, perivascular e no parénquima
alveolar. Encontramos também aumentados niveis plasmaticos de IgE e
lgG; especificos para OVA. Interessantemente, o modelo de sensibilizagédo
pulmonar alérgica cronica utilizado em nosso estudo apresentou
caracteristicas de remodelamento tanto de vias aéreas quanto dos vasos
pulmonares, demonstrados pelo aumento da deposicdo de fibras colagenas
e elasticas nas vias aéreas e vasos sanglineos, aumento da espessura da
musculatura lisa e da camada epitelial bronquica e aumento da espessura
da musculatura lisa vascular, modificacdes ja demonstrados em estudos de
outros autores (14, 25, 27, 29). Cabe ressaltar que nem todos os modelos
experimentais cronicos apresentam estas alteracoes.

Apesar da incidéncia populacional da asma, existem poucos estudos
avaliando os efeitos do treinamento fisico aerébio em pacientes asmaticos.
O treinamento fisico aerébio parece trazer beneficios importantes para o
paciente asmatico, entretanto os mecanismos pelo qual isto ocorre ainda
parecem pouco compreendidos. A explicacdo mais facilmente utilizada

atualmente é que o treinamento fisico aerébio melhora a capacidade fisica
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dos pacientes reduzindo assim o seu limiar ventilatério. O treinamento fisico
aerébio tem sido recomendado para pacientes asmaticos pela Sociedade
Americana de Reabilitacdo Cardiovascular e Pulmonar e a Sociedade
Britanica de Torax (78, 79). Os principais efeitos do treinamento fisico
aerébio que justificam tais recomendacdes sdo: o aumento da capacidade
ventilatéria e da capacidade fisica, diminuicdo da dispnéia, diminuicdo do
broncoespasmo induzido por exercicio e também da necessidade do uso de
corticéides, os quais poderiam estar sugerindo um possivel efeito
antiinflamatério do treinamento fisico aerébio na asma (80-83).

Em nosso estudo, observamos que o treinamento fisico aerdbio de
intensidade leve ou moderada inibiu especificamente a migracdo de
eosinofilos para as vias aéreas, vasos e parénquima pulmonares. Pastva et
al. foram os primeiros a mostrar que a atividade aerébia de intensidade
moderada reduz a inflamacdo alérgica das vias aéreas num modelo
experimental em camundongos (114). Embora estes autores tenham
mostrado que o treinamento fisico aerébio de intensidade moderada reduziu
0 numero de células polimorfonucleares e linfomononucleares no lavado
broncoalveolar, 0 modelo de inflamacdo pulmonar alérgica utilizado por
esses autores foi predominantemente neutrofilico. Em vista disto, os
resultados do presente estudo sugerem, pela primeira vez, que o
treinamento fisico aerébio pode ter papel na reducdo da migracdo
eosinofilica, embora 0os mecanismos pelos quais isto ocorra ainda nao
estejam totalmente compreendidos. Pastva et al. (114) também mostraram

que o treinamento fisico reduziu os niveis de IL-4, mas nao de IL-5,



Discusséao 77

sugerindo que o treinamento fisico aerdbio diminui a resposta Th,. O nosso
modelo experimental de inflamacdo pulmonar alérgica crbnica apresentou
um aumento na expressdo de IL-4 e IL-5 pelas células inflamatérias,
aumento este que foi reduzido tanto pelo treinamento fisico aerdbio de
intensidade leve quanto moderada. Uma vez que a IL-4 e IL-5 também
podem mediar a sintese de IgE e a eosinofilia das vias aéreas (115), nés
também avaliamos os niveis de IgE e IgG; especificos para ovalbumina e
verificamos que eles ndo foram diminuidos treinamento fisico. Estes
resultados sugerem que os efeitos antiinflamatérios do treinamento fisico
aerébio num modelo experimental de inflamac&do pulmonar alérgica cronica
nao foram mediados pelos niveis de IgE e IgG; especificos para ovalbumina.
Interessante notar que estes resultados sdo contraditérios aqueles
apresentados por Pastva et al. (114) que observaram uma reducdo dos
niveis de IgE especificos para OVA apds a melhora do condicionamento
fisico. E possivel que a diferenca entre os nossos resultados e aqueles
apresentados por Pastva et al. (114) sejam decorrentes do momento em que
a atividade fisica foi iniciada durante o processo de sensibilizacao alérgica
cronica. Neste sentido, estudos recentes e ainda nao publicados do nosso
laboratério mostram que a melhora do condicionamento fisico antes do inicio
do processo de sensibilizagdo reduz os niveis de IgE e 1gG;.

Estudos clinicos e experimentais sugerem que o treinamento fisico
aerébio modula o sistema imune (84-90, 93, 94, 114, 116-118). Esses
estudos demonstram que o treinamento fisico de intensidade leve ou

moderada aumenta a resposta imune Th;, enquanto que as atividades
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extenuantes (de intensidade e ou duragdo muito altas) aumentam a resposta
Th, e deprimem a resposta Th; (84-90, 93, 94, 114, 116-120). Entretanto, as
possiveis alteracdes desencadeadas pelo treinamento fisico sobre o balanco
Th1/Thy, em inflamacdes alérgicas permanecem desconhecidas. A hipotese
da higiene sugere que a reacdo alérgica pode ser modulada por um
desbalanco das respostas Thi/Th, que se auto-regulam por feedback
negativo (121, 122). Baseados nos efeitos do treinamento fisico aerdbio
descritos anteriormente, nds hipotetizamos que os efeitos depressores do
treinamento sobre a resposta Th, encontrados em nosso experimento
poderiam estar sendo mediados por um aumento na resposta Th;. Assim,
nés também investigamos, pela primeira vez, os efeitos do treinamento fisico
aerébio sobre a expressao de citocinas Th; (IL-2 e IFN-gama) pelas células
inflamatérias. Entretanto, ndés ndo observamos qualquer alteracdo na
expressao de citocinas Th; (IL-2 e IFN-gama) pelas células inflamatérias das
vias aéreas dos animais sensibilizados ou naqueles ndo sensibilizados. Foi
observado, porém, um aumento da expressdo de IL-2 pelas células
inflamatdérias no parénquima pulmonar nos animais sensibilizados e
submetidos ao treinamento fisico aerdbio de intensidade leve e moderada.
Até o presente momento, somente dois estudos investigaram os efeitos
antiinflamatérios da atividade fisica aer6bia em modelo experimental de
inflamacéo pulmonar alérgica crénica (114, 123). No primeiro, 0os autores
demonstraram que o treinamento fisico de intensidade moderada inibiu a
sintese de IL-4 e a inflamacdo predominantemente neutrofilica das vias

aéreas (114). No segundo, demonstraram que, parte desses efeitos, poderia
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ter sido mediada por um aumento nos niveis de glicocorticéides (123). Vistos
conjuntamente, parece haver uma concordancia de que o treinamento fisico
pode reduzir a resposta pulmonar alérgica crbnica e que este efeito parece
ocorrer predominantemente por uma modulagédo na resposta Th, Entretanto,
ainda ha necessidade de se compreender se este efeito ocorre diretamente
sobre a resposta Th; ou indiretamente devido ao aumento da resposta Th;.
O termo remodelamento é normalmente aplicado para descrever um
processo dinamico que leva a alteracdes estruturais dos pulmdes na asma
(25-29). Estas alteragdes estruturais sdo normalmente relatadas como sendo
secundarias a inflamacdo e resultam num componente irreversivel de
obstrucao das vias aéreas em pacientes asmaticos, especialmente na asma
severa e como consequéncia o paciente, muitas vezes, deixa de responder
aos broncodilatadores (124, 125). Entretanto, existe um ndimero grande de
evidéncias sugerindo que o remodelamento na asma nao se limita as vias
aéreas, mas estende-se aos vasos e parénquima pulmonares (25-31, 37, 40,
41). Em relacdo aos vasos, existem evidéncias de que cronicamente a asma
aumenta a proliferacdo de vasos pulmonares, aumenta o fluxo sanguineo e
a permeabilidade vascular, alteragcbes que estdo relacionadas com a
severidade da asma e com o grau de hiperresponsividade (126-130). Em
nosso estudo, observamos que o modelo experimental apresentou um
aumento na deposicdo de fibras colagenas e elasticas nas vias aéreas e
vasos pulmonares, espessamento da parede das vias aéreas, possivelmente
decorrente da hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa e células

epiteliais, e um espessamento da musculatura lisa vascular. Observamos
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ainda que a atividade fisica aeré6bia de intensidade leve e moderada reduziu
estes efeitos decorrentes da sensibilizacdo alérgica cronica.

Existem evidéncias experimentais sugerindo que o aumento da IL-4
leva a eosinofilia nas vias aéreas e ao desenvolvimento de fibrose sub-
epitelial e hiperplasia de células secretoras (125). O mesmo estudo também
sugere que o aumento da IL-5 estd implicado na inflamacdo eosinofilica,
mas nao tém um papel essencial no desenvolvimento da disfuncdo das vias
aéreas ou em alguns aspectos do remodelamento das vias aéreas (125). Os
efeitos das citocinas na asma e em modelos experimentais de inflamacéo
pulmonar alérgica cronica séo bastante complexos. Apesar de todos eles
estarem presentes no nosso modelo experimental, ndo é possivel explicar os
mecanismos envolvidos no remodelamento das vias aéreas. Entretanto,
podemos especular que os efeitos inibitérios da atividade fisica aerdbia de
intensidade leve ou moderada sobre a expressao da IL-5 poderiam estar
relacionados a reducdo da inflamacao eosinofilica, enquanto que seus
efeitos inibitérios sobre a expressdo da IL-4 poderiam estar relacionados
com a inibigcdo do remodelamento encontrado em nossos estudos.

Além das citocinas Thp, as quimiocinas também apresentam um
importante papel na fisiopatologia da asma, dentre eles, a ativagdo da
cascata inflamatdria, na hiperresponsividade brénquica e no remodelamento
das vias aéreas (131-135). Neste sentido, niveis aumentados de MCP-1 tém
sido verificados no lavado broncoalveolar e em vias aéreas de pacientes
asmaticos e em modelos experimentais (131-135). O nosso modelo

experimental de inflamacgdo pulmonar alérgica crénica também apresentou
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uma expressdo aumentada de MCP-1, quantificado especificamente pelas
células inflamatérias do compartimento pulmonar perivascular. As doencas
pulmonares alérgicas crbnicas, como a asma, apresentam um grande
recrutamento de células inflamatérias para o local da inflamacédo através de
uma cascata complexa de eventos celulares e moleculares que estao inter-
relacionados. Dentre estes eventos, estdo a ativacdo das células vasculares
endoteliais, 0 aumento da sintese e a liberacdo de quimiocinas, como a
MCP-1, e também de moléculas de ades&o (123, 131-134). E possivel que
haja uma intercomunicacdo entre as vias aéreas e 0s vasos pulmonares
durante o processo inflamatério dos pulmbes, fato que tem sido
demonstrado tanto em modelos experimentais quanto em pacientes
asmaticos e que poderia explicar a inflamacao perivascular na fisiopatologia
da doenca (28-31, 136-139).

Os efeitos do treinamento fisico aerébio sobre a resposta vascular
tém sido extensivamente investigados, porém nao existem estudos
analisando este efeito no pulmdo (140-142). Parte dos efeitos
antiinflamatérios do treinamento fisico na resposta vascular tem sido
atribuido a modulacdo da expressdo e atividade da enzima oéxido nitrico
sintase endotelial amplamente expressa pelo endotélio vascular (140).
Entretanto, outros estudos tém demonstrado que parte dos efeitos
antiinflamatérios do treinamento fisico em doencas como a sindrome
metabdlica e as doencas cardiovasculares ocorrem através da reducao dos
niveis de MCP-1 (141, 142). Os efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre a

expressdo de MCP-1 por células inflamatdrias em modelos experimentais de
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inflamacéo pulmonar alérgica cronica nunca foram avaliados. No presente
estudo, o treinamento fisico de intensidade leve ou moderada reduziu a
expressdo de MCP-1 pelas células inflamatérias no compartimento
perivascular induzidos pela sensibilizacdo pulmonar alérgica cronica. Estes
resultados sugerem que este poderia ser um dos mecanismos envolvidos na
reducdo da migracdo das células inflamatérias para as vias aéreas, vasos e
parénquima pulmonar no nosso modelo experimental.

Até o momento, os efeitos de diferentes intensidades de atividade
fisica em pacientes asmaticos ou em modelos experimentais tém sido pouco
estudados, mas existem algumas evidéncias sugerindo que diferentes
intensidades podem resultar em diferentes respostas no asmético, incluindo
a avaliagdo da hiperresponsividade bronquica e o desencadeamento do
broncoespasmo induzido pelo exercicio. A reducdo de broncoespasmo
induzido pelo exercicio tem sido encontrada em estudos com pacientes que
foram treinados aerobiamente em intensidade moderada (82, 143, 144),
enquanto que pacientes treinados aerobiamente em intensidade leve néo
apresentaram alteracfes no broncoespasmo induzido pelo exercicio (145,
146). No presente estudo, nés avaliamos a responsividade brénquica a
metacolina e verificamos que o treinamento fisico de intensidade leve ou
moderada aumentou a responsividade mesmo em animais néo
sensibilizados. Nossos resultados também sugerem que houve uma
potencializacdo da  hiperresponsividade  bronquica nos animais
sensibilizados submetidos ao treinamento fisico de intensidade leve ou

moderada. Evidéncias recentes da literatura sugerem que o treinamento
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fisico aerébio em camundongos nao sensibilizados leva a descamacéo
epitelial (147). Apesar de nés ndo termos uma explicacdo para este
fenbmeno, é possivel especular que, no nosso estudo, a atividade fisica
aerébia tenha ocasionado uma descamacéo epitelial, o que poderia expor as
terminagcbes nervosas da musculatura lisa brénquica, desencadeando um
aumento da broncoconstricdo e da hiperresponsividade brénquica.

Apesar do modelo de sensibilizacdo alérgica crénica animal ser
largamente utilizado para estudar as alteracfes fisiopatoldgicas da asma,
existe uma grande diferenca entre estes modelos e a doenca propriamente
dita (148, 149). O maior deles é que se interrompermos 0 processo de
sensibilizacdo alérgica cronica, a inflamacdo pulmonar se reverte nos
modelos experimentais. Além disto, devemos ter cuidado ao transpormos 0s
nossos resultados para a pratica clinica porque poderia sugerir ao paciente
que o treinamento fisico poderia ser substituido pelo tratamento clinico-
medicamentoso reduzindo assim os cuidados do paciente com a ingesta da
medicacdo. Assim, apesar de compreendermos que os resultados obtidos no
presente estudo ndo podem ser transpostos para a pratica clinica, é razoavel
sugerir que a atividade fisica aerdbia de intensidade leve ou moderada pode
reduzir a inflamacéo e remodelamento pulmonar num modelo de inflamacé&o
pulmonar alérgica cronica. Por outro lado, evidéncias recentes do nosso
grupo sugerem que o treinamento fisico de intensidade moderada reduz os
niveis de o6xido nitrico exalado e a eosinofilia pulmonar em pacientes
asméaticos com controle medicamentoso e clinicamente estaveis sugerindo

que a atividade fisica parece possuir um efeito antiinflamatério na asma.
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Os resultados do presente estudo sugerem que a atividade fisica
aerébia de intensidade leve ou moderada reduz a inflamacdo e o
remodelamento pulmonar nas vias aéreas, vasos e parénquima num modelo
experimental de inflamacdo pulmonar alérgica cronica. Estes efeitos
parecem ser mediados pela reducdo da resposta imune Th, e da expresséo
de quimiocinas. Por outro lado, o treinamento fisico de intensidade leve ou
moderada parece aumentar a hiperresponsividade brénquica, embora o

mecanismo para este efeito ainda n&o esteja elucidado.
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ANEXOS



Anexo A

Aerobic Exercise Decrease Lung Inflammation and Airway
Remodeling in Chronically Sensitized Mice. (Paper submetido ao Amercian
Journal of Respiratory Critical Care Medicine, em Ultima revisao).

ABSTRACT

Aerobic conditioning improves exercise capacity and decreases
symptoms in asthmatic patients. However, the exercise intensity required to
provide benefits and its effect on allergic airway inflammation is poorly
understood. We evaluated the effect of two distinct intensities of aerobic
exercise on airway inflammation, cytokine expression and airway remodeling
in a murine model of chronic allergic lung inflammation. Chronic ovalbumin
(OVA) sensitized mice submitted to low (OVA-Low) and moderate (OVA-
Mod) intensities of exercise training presented a significant decrease in
eosinophil cells counting in BALF (respectively, 84% and 75%, p<0.05) and
airway walls (respectively, 94% and 58%, p<0.05) when compared with the
non-trained OVA group. OVA-Low and OVA-Mod groups also presented a
significant reduction in the number of peribronchial inflammatory cells
expressing interleukin 4 (IL-4) (respectively, 85% and 75%; p<0.05) and IL-5
(respectively, 88% and 89%; p<0.05) when compared with the non-trained
OVA group. Aerobic conditioning did not change either the expression of
interferon-gamma and IL-2 by peribronchial inflammatory cells or plasmatic
levels of IgE or IgG;. OVA-induced allergic airway inflammation resulted in

airway remodeling characterized by an increase in collagen (288%), elastic



(56%), smooth muscle (380%) and epithelial (402%) contents (p<0.05) when
compared with the control group. Low and moderate aerobic conditioning
reduced airway remodeling in OVA-sensitized mice when compared with the
non-trained OVA group. In conclusion, our results show that low and
moderate aerobic exercises decrease lung inflammation and airway
remodeling in a murine model of asthma and suggest a beneficial effect on
the clinical management of the disease.

Key words: asthma, aerobic exercise, lung inflammation, airway remodeling.



Anexo B

Aerobic Conditioning Decreases Vascular and Parenchymal
Inflammation and Remodeling in Chronically Sensitized Mice. (Paper

submetido ao Journal of Applied Physiology, em 1 revisdo).

ABSTRACT

Recent evidence suggests that asthma leads to inflammation and
remodeling not only in the airways, but also in pulmonary vessels and
parenchyma. The present study tested the hypothesis that aerobic
conditioning decreases inflammation and remodeling in pulmonary vessels
and parenchyma in a model of chronic allergic lung inflammation. Pulmonary
vessel and parenchyma inflammation was evaluated by the quantitative
analysis of eosinophils and mononuclear cells and remodeling by collagen
and elastin content and smooth muscle thickness. Immunohistochemistry
was also performed to quantify the density of IL-2, IL-4, IL-5, IFN-? and MCP-
1-positive cells. Balb/c mice were chronically sensitized with ovalbumin
(OVA). Aerobic training was performed in a treadmill at low or moderate
intensities. OVA-sensitization induced pulmonary vessel and parenchyma
inflammation with increased density of eosinophils and mononuclear cells as
well as IL-4, IL-5 and MCP-1-positive cells. OVA sensitization also induced
an increase in smooth muscle thickness, elastic and collagen contents in
pulmonary vessels. Low or moderate aerobic training intensities significantly

decreased perivascular and parenchymal density of eosinophils and IL-4, IL-



5 and MCP-1-positive cells. In addition, low or moderate aerobic conditioning
also decreased arterial smooth muscle thickness and collagen and elastin
contents. These results demonstrated that low or moderate aerobic
conditioning decreases pulmonary vascular and parenchymal inflammation
and remodeling in chronically sensitized mice, suggesting extensive

beneficial effects of aerobic conditioning for asthmatic patients.

Key words: asthma, aerobic exercise, pulmonary inflammation, pulmonary

remodeling.



