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RESUMO

Efeitos do treinamento fisico aerdbico de baixa intensidade na inflamacéao
alérgica crénica e na resposta imune de camundongos sensibilizados.
[dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Fisioterapia, Fonoaudiologia e

Terapia Ocupacional, Universidade de Sao Paulo; 2009. 89p.

O treinamento fisico (TF) é parte da reabilitacdo pulmonar de pacientes
asmaticos e parece reduzir o numero de crises, o uso de medicamento, o
broncoespasmo induzido pelo exercicio € aumenta a tolerancia ao esforco e
a qualidade de vida. Apesar de todos estes beneficios, poucos estudos tém
investigado possiveis efeitos anti-inflamatérios desencadeados pelo TF na
doencga pulmonar alérgica. Em vista disto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito do treinamento fisico aerébico (TA) em camundongos com
doenca inflamatéria pulmonar alérgica cronica. Os animais foram divididos
em 4 grupos: controle (ndo sensibilizados e n&o treinados), ovoalbumina
(OVA; sensibilizados e nao treinados), TA (ndo sensibilizados e treinados) e
OVA+TA (sensibilizados e treinados). Os animais foram submetidos a
sensibilizacdo (aplicacdo de injecdo intraperitonial de OVA+Hidrox
Alum+NaCl nos dias 0, 14, 28 e 42 + exposicao de aerosol de OVA a 1%,
3xsemana com inicio no 212 e fim no 54° dia do protocolo). Em seguida, os
animais foram submetidos ao TA durante 4 semanas, iniciado no 28° dia
(bxsemana, 60 minutos). Foram avaliados: os titulos de IgE e 1gG;
especificos para OVA, a infiltracdo peribronquica de eosindfilos, linfocitos

CD3+ e CD4+, a expressao de citocinas Th1 (IL-2 e IFN-y) e Th2 (IL-4, IL-5 e



IL-13), a expressao de NF-kxB e de citocinas regulatérias (IL-10 e IL-1ra). O
remodelamento das vias aéreas também foi avaliado através das deposicoes
de fibras de colageno e elastica, espessamento do musculo liso e expressao
de muco epitelial. Nossos resultados mostram que o TA em animais
sensibilizados (grupo OVA+TA) reduziu a infiltracao peribrénquica de
eosindfilos, linfécitos CD3+ e CD4+ e a expressao das citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13 induzidos pela inflamacao alérgica cronica. O TA também reduziu a
expressdao do NF-xB, o remodelamento bronquico e a resisténcia e
elastancia pulmonar induzidos pela inflamacgéao alérgica. Por outro lado, o TA
nao reduziu a expressao de IgE e IgG1 e nem a expressao de IL-2 e IFN-y.
O TA em animais sensibilizados promoveu aumento da expressao de IL-10 e
IL-1ra. Estes resultados sugerem que o treinamento fisico tem um efeito anti-
inflamatério na inflamacdo pulmonar alérgica sugerindo um possivel
mecanismo para os beneficios da reabilitacgdo em pacientes asmaticos.
Entretanto, a transposicao destes resultados para pacientes asmaticos deve

ser visto com cautela.

Descritores: Asma/Reabilitacdo, Sistema Imune, Inflamacéao, Interleucinas,

Exercicio.



SUMMARY
Effects of the aerobic physical training of decrease intensity in the chronic
allergic inflammation and in the immune response of mice sensitized.
[dissertation]. “Sao Paulo: Faculdade de Fisioterapia, Fonoaudiologia e

Terapia Ocupacional, Universidade de Sao Paulo”; 2009. 89p.

The physical training (PT) is part of the pulmonary rehabilitation of asthmatic
patients and seems to reduce the number of crises, the use of medicine, the
broncoespasm prompted by the exercise and increase the tolerance to the
effort and the quality of life. Despite of these benefits, a few studies have
investigated possible anti-inflammatory effects triggered by the PT in asthma.
Based on that, the objective of the present study was evaluating the effect of
the physical aerobic training (AT) in mice with chronic allergic pulmonary
disease. The animals were divided in 4 groups: Control (non-sensitized and
non-trained), Ovalbumin (OVA, sensitized and non-trained), AT (non-
sensitized and trained), and OVA+AT (sensitized and trained). The mice
were submitted to the sensitization (intraperitonial injection of OVA+Hidrox
Alum+NacCl in the days 0, 14, 28, and 42 + exposition to the OVA aerosol to
1%, 3xweek, beginning in the 215 from to 54™ day of protocol. Then, the mice
were submitted to AT during 4 weeks, being initiated in the 28" day (5xweek,
60 minutes). It was evaluated: IgE and IgG1 titles specifics to OVA,
peribronquial eosinophils infiltration, and CD3+ and CD4+ lymphocites T, the

expression of cytokines Th1 (IL-2 and IFN-y) and Th2 (IL-4, IL-5, and IL-13),

the expression of NF-xB and regulatory cytokines (IL-10 e IL-1ra). The



airways remodeling was also evaluate through of the collagen and elastic
fiber depositions, by increase of smooth muscle of airways and the
expression of epithelial mucus. Our results showed that the AT in sensitized
mice (OVA+AT group) decreased the peribronquial infiltration of eosinophils,
and CD3+ and CD4+ lymphocites, the expression of cytokines IL-4, IL-5 e IL-
13 induced by allergic chronic inflammation. The AT also decreased the NF-
kB expression, the bronquial remodeling and the resistance and elastance
pulmonary induced by allergic inflammation. On the other hand, the AT did
not decrease the expression of IgE and IgG1 and the expression of IL-2 e
IFN-y either. The AT in sensitized mice promoted an increase in the
expression of IL-10 and IL-1ra. These results show that physical training has
an effect anti-inflammatory in the allergic chronic inflammation in mice, and
suggests a possible mechanism for the rehabilitation in asthmatic patients.
However, the transposition of these results for asthmatic patients should be

seen with caution.

Wordkeys: Asthma/Rehabilitation, Immune System, Inflammation,

Interleukins, Exercise.
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Introdugdo 2

A asma é uma sindrome inflamatoria crbnica que acomete as vias
aéreas e envolve varios tipos de células. A inflamacgéao crbnica parece estar
associada com hiperresponsividade brénquica (HRB), inflamagao brénquica,
falta de ar (dispnéia), tosse e sibilancia, problemas que ocorrem,
principalmente, no inicio da noite e comego da manha. Atualmente, esses
problemas cronicos podem ser totais ou parcialmente revertidos e tratados
com medicamentos (GINA, 2006).

A asma é uma das doencas mais prevalentes nos paises
industrializados (GINA, 2006) e, apesar do desenvolvimento de novas
terapias anti-asma, existem muitas evidéncias sugerindo que a prevaléncia e

a morbidade estdo aumentando (Barnes, 1996).

1.1 - Epidemiologia da Asma

A doenca afeta no mundo, aproximadamente, 300 milhées de
pessoas, podendo atingir de 1 a 18% das populacdes em cada pais (GINA,
2006). Entre 56 paises estudados pelo “The International Study of Asthma
and Allergy in Childhood” (ISAAC,1998), o Brasil ocupou a 82 posicao no
ranking de pessoas afetadas por asma. Segundo o Sistema Unico de Salde
(SUS), a asma é a 42 causa por internacao (cerca de 350.000 casos/ano) e a
32 entre adultos e criancas, a patologia ainda proporcionou um gasto de R$
76 milhdes apenas no ano de 1996, o que representa 2,6% do orcamento

total desse ano (Ministério da Saude, 2000). Ja em 2005, foram registradas
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Introdugdo 3

367.000 internagdes pela doencga, gerando um gasto de R$ 123.2 milhdes ao

SUS (Ministério da Saude, 2005).

1.2 — Fisiopatologia da Asma Alérgica

Os problemas se agravam com a severidade da doenca levando ao
aumento da migracdo e sobrevida dos linfocitos e eosindéfilos nas vias
aéreas (Muro et al., 2000; Holgate, 2004; Kay, 2005), manutencao da
inflamacdo e remodelamento das vias aéreas (James & Wenzel, 2007;
Broide, 2008). Estudos recentes mostram que a asma também provoca
remodelamento dos vasos sangiineos na regido peribronquica (Siddiqui et
al., 2007; Rydell-Térmanen et al., 2008) e remodelamento do parénquima
(Xisto et al., 2005).

A fisiopatologia da asma alérgica € um processo muito complexo que
envolve uma série de mecanismos modulatérios. Inicialmente, existe um
periodo de sensibilizacdo caracterizado pelo primeiro contato com o
alérgeno ou antigeno que desencadeia a producdo de anticorpos
especificos, tais como a imunoglobulina E (IgE) (Hamelmann et al., 1999;
Muro et al., 2000). Apés uma segunda exposicao, os anticorpos liberados
ligam-se ao antigeno e estimulam os macréfagos a liberarem leucotrienos,
histamina, prostaglandinas, triptases entre outros mediadores que
promovem constricdo das vias aéreas e podendo iniciar a fase imediata que
dura cerca de 2 horas (Barnes, 1996; Muro et al., 2000; Holgate, 2004).

Posteriormente, pode ocorrer a resposta tardia que se inicia através do

Ronaldo A. Silva Dissertagdo de Mestrado - FOFITO - FMUSP



Introdugdo 4

recrutamento de células inflamatérias para as vias aéreas, podendo levar a
manutencgao da inflamacgao e remodelamento das vias aéreas (Barnes, 1996;

Holgate, 2008).

1.2.1 - Resposta Tardia

O individuo asmatico alérgico apresenta resposta tardia apés 4 a 6
horas da exposicao ao antigeno e da reacdo ou fase imediata que pode
durar até 72 horas apds o contato com o alérgeno (Ferreira, 2004). A asma
alérgica € uma doenca mediada pelo sistema imune e dirigida em parte
pelos linfécitos T helper que atuam contra alérgenos e viroses (Busse &
Lemanske, 2001).

Em 1986, Mosmann & colaboradores (1986) descreveram proteinas
ou linfocinas (citocinas) expressas pelos subtipos de linfécitos T helper 1
(Th1) e T helper 2 (Th2) presentes na resposta imune de camundongos.
Cada subtipo ou resposta celular foi descrito como responsavel por
expressar diferentes citocinas. As células do perfil Th1 expressam interferon
gamma (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2) e o perfil Th2 que expressam IL-4, IL-5,
IL-9 e IL-13. Estas citocinas exercem efeito inibitério e bloqueador no outro
perfil ou resposta.

Os mesmos pesquisadores sugeriram posteriormente que a
predominancia da resposta perfil Th2 é responsavel pela ocorréncia de
doencas alérgicas inflamatérias como a asma, conseqientemente com

reducdo da resposta imune perfil Th1 (Mosmann & Coffman, 1989). Esta
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Introdugdo 5

teoria conhecida como hipétese da higiene é bem debatida até os dias de
hoje (Romagnani, 1992; Robinson, 2000).

A partir dos achados de Mosmann & colaboradores sobre e as
funcbes desempenhadas pelas citocinas Th1 e Th2, muitos estudos
avaliaram essas respostas e os efeitos imunomodulatérios das citocinas e
mediadores expressos por cada uma e a relacdo com a fisiopatologia de
doencas alérgicas como a asma (Gajewski et al., 1988; Romagnani, 1992).

Conseqglentemente, verificou-se que individuos asmaticos tém acgao
aumentada e predominante de linfécitos CD4+ T helper que expressam IL-4,
IL-5 (Ying et al, 1997) e IL-13 (Li et al., 1999; Cohn et al, 2004). As citocinas
Th2 atuam no aumento da migracdo e sobrevida de eosindfilos,
degranulacdo de mastécitos, espessamento do epitélio, aumento da
deposicao de colageno, hipertrofia do musculo liso das vias aéreas (Barnes,
1996; Brightling et al, 2002; Ma et al, 2007; Menzies-Gow et al, 2007; Nath et
al, 2007; Broide, 2008).

Em suma, as agdes dessas citocinas Th2 estdao diretamente
associadas com doencas alérgicas, defesa contra agentes invasores ou
parasitas € na manutencdo da resposta imune Th2 (Foster et al, 2002;
Komai et al, 2003; Nath et al, 2007) e redugdo da resposta imune Tht
(Romagnani, 2004).

A Interleucina-4 (IL-4) é extremamente importante para o aumento e
desenvolvimento da resposta imune Th2 (Barnes, 1996; Fallon et al., 2002;

Holgate, 2004) e esta envolvida no aumento da expressao de IgE (anticorpo)
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Introdugdo 6

(Del prete et al., 1988; Vercelli et al., 1990) e na reducédo da expressao de
IFN-y e da resposta imune Th1 (Cohn et al., 2001).

A IL-5 estimula a produgdo de quimiocinas e esta envolvida na
responsividade das vias aéreas (Tan et al., 2007), mas seu principal
papel parece ser promover o0 aumento da migracdo e sobrevida
de eosindfilos nas vias aéreas (Foster et al., 1996; Hogan et al, 1997; Foster
et al, 2002), células que se apresentam em grande numero nas vias
aéreas de asmaticos, atuando no aumento da resposta inflamatéria, danos
teciduais (Menzies-Gow et al., 2007; Leckie et al., 2000) e remodelamento
nas vias aéreas (Cho et al., 2004).

Ja a IL-13 desempenha funcdo semelhante a IL-4 e IL-5 (Li et al.,
1999), promovendo manutencdo da resposta Th2 (Webb et al, 2007) e
aumento da inflamacao (Li et al, 1999). Além disto, estudos sugerem que
seu papel na fisiopatologia da asma também é estimular hiperresponsividade
das vias aéreas, hiperplasia do musculo liso e expressao de IgE (Nath et al.,
2007).

As expressdes elevadas das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 atuam na
manutencdo da resposta imune Th2 e diminuicdo da resposta Thi
imune (Castro et al, 2000; Romagnani, 2004) e ainda promovem aumento
da expressdo de outras quimiocinas e moléculas de adesdo, que,
auxiliam no aumento e na manutencdo do processo inflamatério,
decorrente disso ocorre o remodelamento das vias aéreas, processo que €

considerado secundario derivado da inflamacao crénica nas vias aéreas.

Ronaldo A. Silva Dissertagdo de Mestrado - FOFITO - FMUSP



Introdugdo 7

1.2.2 - Remodelamento das Vias Aéreas

O remodelamento das vias aéreas é definido como uma série de
mudancas nas composicdes estruturais das vias aéreas (Davies et al.,
2003), resultando no espessamento do epitélio, hiperplasia das células de
goglet, aumento da expressdo de muco epitelial, espessamento do musculo
liso das vias aéreas, angiogénese, fibrose subepitelial, desequilibrio nos
componentes da matriz extracelular e aumento da HRB (Bousquet et al.,
2000; Hogaboam et al., 2000; Jeffery, 2001; Lloyd & Robinson, 2007; Mauad
et al., 2007; Broide, 2008).

Comumente, verifica-se nas vias aéreas de asmaticos um grande
aumento da expressdo de muco (James & Wenzel, 2007; Mauad et al.,
2007) que contribuiu para piora do fluxo das vias aéreas, esse aumento é
atribuido principalmente pela acdo da citocina IL-13 (Zhu et al., 1999;
Kuperman et al., 2002). O aumento da expressao de muco epitelial também
€ decorrente da hiperplasia e aumento da atividade das células de goblet,
tdo como aumento do tamanho das glandulas submucosas (Ordonez et al.,
2001; James & Wenzel, 2007). Apesar de ser apenas detectavel através de
microscopia eletrbnica é verificado em asmaticos o espessamento da
membrana basal (Mauad et al., 2007).

As vias areas também sao prejudicadas com edema, porém essa
alteracao nao é decorrente apenas pelas modificagdes no epitélio e pelo
aumento do musculo liso, mas também por aumento da fibrose na regiao

subepitelial, aumento da microvascularizagao na regiao peribrénquica, pelo
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espessamento dos vasos sangliineos e pelo extravasamento de plasma
(Mauad et al., 2007; Broide, 2008). Na regiao peribronquica ocorre aumento
de fibrose subepitelial (Mauad et al., 2007), resultado de um desequilibrio na
sintese e degradacdo de fibras e/ou proteinas da matriz extracelular
(Gueders et al., 2006). O problema é bem evidenciado com ao aumento da
deposicao de fibras de colageno tipo | e lll, fibras de proteina elastica,
fibronectina e proteoglicanas (Reinhardt et al., 2005). Essa ampliacdo da
deposicao de matriz extracelular parece ocorrer devido a acao de citocinas
como IL-11 e fatores de crescimento como (fator de crescimento e
transformacédo-p (TGF-B) que estimulam a produgdo dessas fibras por
miofibroblastos (Roche et al., 1989) e por outros mecanismos como
desequilibrio na sintese e degradacado da matriz extracelular (Araujo et al.,
2008) e pela sintese e degradacédo da matriz metaloproteinase (MMPs), que
ocorrem principalmente pela expressdao de inibidores fisiol6gicos
denominados inibidores de matriz metaloproteinases (TIMPs), classificadas
em TIMP-1, 2, 3 e 4 (Baker et al., 2002; Gueders et al., 2006)

A HRB em individuos asmaticos é outro problema decorrente do
processo inflamatério e do remodelamento das vias aéreas (Broide, 2008).
Existem evidéncias sugerindo que a HRB pode ocorrer devido aumento da
contragdo, atividade e aumento do volume do musculo liso das vias aéreas
(Bumbacea et al., 2004). Outro fator seria descamacéao epitelial que ocorre
por consequéncia da inflamacgéo ou pela capacidade das células epiteliais de
produzirem mediadores pro-inflamatoérios (Bucchieri et al., 2002; Panettieri,

2002).
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O musculo liso das vias aéreas do asmatico sofre aumento de
tamanho (Mauad et al., 2007) por hipertrofia e hiperplasia (Ebina et al.,
1993). Esses processos possivelmente sdo estimulados pela acdo da prépria
divisdo celular das fibras musculares ou pela migragcdo de células
mesenquimais que podem diferenciar-se em células musculares (Heard &
Hussain, 1973). Essas alteragcdes podem ser também mediadas por fatores
de crescimento (como, por exemplo, o TGF-$ entre outros) e por espécies
reativas de oxigénio (Roth et al., 2004).

O masculo liso das vias aéreas do individuo asmatico tem aumento da
sua funcao contratil (Bentley et al., 2008) e isso pode ocorrer devido a acao
do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Nakae et al., 2007). Essa reacao
parece acontecer devido ao aumento da expressao dos receptores do TNF-a
no musculo liso (Shore & Johnston, 2006).

Além disto, o musculo liso também é considerado uma estrutura
imunomodulatéria devido a sua capacidade de expressar varios mediadores
inflamatérios como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos que tém
importante fungdo na manutencdo da inflamacdo, remodelamento e
hiperrresponsividade (Chung, 2000).

Até pouco tempo, acreditava-se que o aumento da resposta Th2 no
momento de crise era responsavel por todo processo de remodelamento das
vias aéreas, entretanto estudos mais recentes demonstram que o
remodelamento pode também ser observado nos momentos sem crise (Sumi

& Hamid, 2007).
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1.3 - Programa de Reabilitacao para Asmaticos

Os programas de reabilitagdo para asmaticos tém obtido bons
resultados como adjuvante para o tratamento da doenca. Esses programas
sdo compostos por um conjunto de a¢des, como educacao do paciente que
incluem: informagdes sobre a fisiotapatologia, o uso correto da medicacéao e
orientar o paciente a reconhecer a gravidade da crise. Além disto, o
programa de reabilitacdo inclui a melhora da capacidade fisica aerdbia e
inclui o acompanhamento psicoldgico e nutricional (Cambach et al., 1997;
BTS, 2001; Lemaigre et al., 2005; ATS/ERS, 2006; Ries et al., 2007). O
programa de reabilitacdo deve ser de origem multiprofissional e contar com
profissionais das diversas areas da saude tais como nutricionista, médico,
educador fisico, fisioterapeuta, psicélogo e assistente social que
conjuntamente proporcionarao ao doente melhores condicbes de controle e
ajuda no tratamento da asma (ATS/ERS, 2006).

Alguns estudos sugerem que pacientes asmaticos submetidos a
programas de reabilitagdo apresentam reducdao do numero de crises,
internacdes, uso de medicagdo, sintomas diarios de asma e melhora da
qualidade de vida, do status de saude e do condicionamento aerdbico
(Emtner et al., 1996; Cambach et al., 1997; Basaran et al., 2006; Fanelli et
al., 2007; Weisgerber et al., 2008). As somatérias de todas as acdes
contidas no programa de reabiltacdo sdo mais eficientes quando
comparadas apenas com simples acompanhamento clinico, além de

aumentar a aderéncia do paciente ao seu tratamento, também promovem
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modificagées quanto aos habitos diarios de vida e transferem ao paciente
parte da responsabilidade para que ele cuide do problema, melhorando o
controle da doenga e sua gravidade bem como a qualidade de vida

(Basaram et al., 2006; BTS, 2001).

1.3.1 - Treinamento Fisico para Asmaticos

O exercicio fisico € um dos principais fatores responsaveis por
desencadear dispnéia e broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE),
principalmente em criancas asmaticas (Welsh et al., 2005). Por causa disto,
até pouco tempo atras, a recomendacgao da pratica de exercicios fisicos para
asmaticos ainda era visto como imprudente ou até mesmo irresponsavel
devido ao BIE que poderia ser desencadeado durante o esforgo fisico
(Disabella & Sherman, 1998). Contudo, ao longo dos anos, o assunto foi
estudado por varios grupos de pesquisa apesar das descrencas sobre 0s
efeitos positivos dos exercicios fisicos para asmaticos.

Nesse sentido, Clark & Cochrane (1999) revisaram estudos sobre
treinamento fisico (TF) em asmaticos e mostraram que ele é eficaz na
melhora da tolerancia ao exercicio, reducao do BIE, no aumento do VO.max
(consumo maximo de oxigénio) e pode ser utilizado em programas de
reabilitacdo para asmaticos. Entretanto, existem controvérsias sobre as
modalidades de atividades para estes pacientes.

Numa revisdo sistematica recente, Ram & colaboradores (2009),

concluem que o TF melhora o0 VO.max, porém nao altera a fungdo pulmonar
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e a freqléncia cardiaca. Apesar disto, os autores concluem sobre a
necessidade de estudos avaliando a qualidade de vida e os sintomas dos
asmaticos que praticaram exercicio fisico regular. Um fato relevante
verificado nesses estudos diz respeito a falta de informacbes sobre os
possiveis mecanismos desencadeados pelo TF e qual sua relacdo com o
sistema imune nos asméticos.

Ao longo destes anos, os estudos referentes aos possiveis beneficios
proporcionados pelo TF para asmaticos foram aprofundados e alguns
estudos sugerem que os beneficios proporcionados pelo TF nao estao
restritos apenas a diminuicdo do BIE e ao aumento do condicionamento
fisico, também promoveram aumento da tolerancia ao exercicio (Sly et al.,
1972; Fitch et al., 1976; Fanelli et al., 2007), melhoraram a qualidade de vida
(Cambach et al., 1997; Basaran et al., 2006; Fanelli et al., 2007; Weisgerber
et al., 2008), reduziu o uso da medicacao (Fitch et al., 1976; Neder et al.,
1999; Fanelli et al., 2007), o numero de sintomas (Emtner et al., 1996;
Fanelli et al., 2007; Weisgerber et al., 2008), a freqliéncia de crises, 0
namero de visitas a servicos de emergéncia médica, o absenteismo escolar
e laboral (Tinkelman, 1987; Fanelli et al., 2007; Weisgerber et al., 2008).

Existem evidéncias mostrado que o exercicio fisico em individuos
saudaveis pode desencadear alguns efeitos anti-inflamatérios (Petersen &
Pedersen, 2005; Cooper et al., 2007) que parecem depender da intensidade
e duracao (Nieman et al., 1990; Welsh et al., 2005; Cooper et al., 2007).
Porém, parece que o exercicio fisico, quando realizado com intensidade

baixa e/ou moderada desencadeiam uma resposta anti-inflamatoria
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(Petersen & Pedersen, 2005; Smith, 2003). Estes efeitos do TF parecem
modular as respostas Th1 e Th2, porém isso ainda permanece pobremente
entendido (Smith, 2003; Shephard, 2001). Estudos recentes sugerem que o
TF parece atuar como fator estimulador da expressédo citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 e IL-1ra (receptor antagonista de IL-1) que teria
importante na redugao na incidéncia de problemas inflamatérios (Petersen &
Pedersen, 2005; Pedersen & Fisher, 2007; Pedersen et al., 2007). Apesar
desses achados, existem poucos estudos que investigaram o efeito do TF na
resposta imune Th1, Th2 e na expressao citocinas anti-inflamatérias em
asmaticos.

Estudos recentes com modelos experimentais de inflamacéao
pulmonar alérgica em camundongos (“asma experimental’) investigaram o
efeito do TF na expressdo de IgE, na resposta imune Th2, migracdo de
leucécitos, no NF-xB (Pastva et al., 2004), na expressao de mediadores
hormonais (Pastva et al., 2005), na resposta Th1, no remodelamento das
vias aéreas e expressao da citocina anti-inflamatéria (Vieira et al., 2007).

Pastva et al., (2004) mostraram que camundongos sensibilizados com
inflamacdo pulmonar alérgica expostos ao protocolo de TF aerdbico
apresentaram reducdo da migracdo de leucdcitos, dos titulos de IgE, na
expressao da citocina IL-4 e IL-5 (Th2), de VCAM-1 (molécula de adesao
celular vascular-1) e proteina KC e NF-xB. Em estudo subsequente, os
mesmos pesquisadores atribuiram ao glucocorticoide enddgeno o efeito

protetor desencadeado pelo TF (Pastva et al., 2005).
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Vieira et al., (2007) verificaram que camundongos sensibilizados
expostos ao TF aerdbico de intensidade baixa e moderada ndo tiveram
reducado da expressao das imunoglobulinas especificas IgE e IgG+, apesar
disso o TF foi eficaz na diminuicao da migracao de leucdcitos, da expressao
de IL-4 e IL-5, infiltragdo de eosindfilos nas vias aéreas e remodelamento.
Porém nao houve aumento da resposta Th1. Contudo, foi verificado aumento
da expressao da citocina anti-inflamatoria IL-10 e atribuida a esse mediador
o efeito protetor desencadeado pelo TF, que parece ter efeito anti-
inflamatorio por outros mecanismos diferentes dos hormonais.

Apesar das evidéncias apresentadas acima serem de grande
contribuicdo e avanco para o entendimento dos possiveis mecanismos anti-
inflamatérios desencadeados pelo TF nos modelos experimentais de asma,
ainda faltam respostas sobre outros possiveis mecanismos protetores, como
por exemplo a expressao de IL-1ra, que é relatada como uma citocina anti-
inflamatéria aumentada apo6s realizacdo de exercicios fisicos (Petersen &
Pedersen, 2005),

Ainda entendemos que a relevancia do presente se da pelo fato do TF
ter sido iniciado apds o estabelecimento da inflamacéao e do remodelamento
nas vias aéreas, usando um modelo de inflamagao pulmonar alérgica mais
longa e crénica. Diferentemente de Pastva e Vieira, ndés ainda avaliamos a
mecanica respiratoria in vivo, os linfécitos CD3+ e CD4+ peribronquicos, na
expressao de IL-13, de muco epitelial e de IL-1ra nos animias sensibilizados
e treinados, o que foi pobremente investigado pelos estudos citados

anteriormente.
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2 - OBJETIVOS
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Devido ao descrito acima, o presente estudo teve como objetivos:

> Investigar os efeitos do treinamento fisico aerdbico na inflamagao

pulmonar alérgica em animais sensibilizados;

» Avaliar o efeito do treinamento fisico na resposta imune Th1 e Th2;

> Avaliar os efeitos do treinamento fisico no remodelamento das vias

aéreas e na mecanica respiratoria;

» Avaliar o possivel mecanismo anti-inflamatério do treinamento fisico

através da mensuracao de citocinas regulatoérias e anti-inflamatérias;
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3 - METODOS
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3.1 - Aprovacio do Estudo Pela Comissao de Etica

Todos os procedimentos experimentais propostos neste estudo foram
avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica e Pesquisa (CAPPesq) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), recebendo

o protocolo numero 0797/97.

3.2 — Uso de Animais

O estudo utilizou 28 camundongos da linhagem BALB/c machos,
adultos jovens com idade aproximada de 6 a 8 semanas, peso médio 25
gramas, provindos e mantidos no Biotério central da FMUSP com controle da
umidade e temperatura (24°C = 1), umidade relativa 40-60%, ciclo claro-
escuro de 12 horas e alimentados com ragdo (Purina, Brasil) e hidratados

com agua ad libitum (a vontade).

3.3 - Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 04 grupos (n=7): ndo sensibilizados e
nao treinados (Controle); nao sensibilizados e treinados (TA); sensibilizados
a Ovoalbumina e nao treinados (OVA); sensibilizados e treinados

(OVA+TA). As intervencoes propostas estdo detalhadas na tabela I.
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Tabela | - Descricao dos Grupos:

Treinamento
GRUPOS Sensibilizacao a OVA de baixa intensidade
(50%)
Controle - -
TA - +
OVA + -
OVA+TA + +
Legenda:

(-) =néo; (+)=sim

TA = Treinamento Fisico Aerdbico

OVA = Sensibilizacdo a OVA

Os animais nao sensibilizados receberam salina

3.4 - Sensibilizacao a Ovoalbumina (OVA)

Os grupos OVA e OVA+TA foram submetidos a sensibilizacado com
Ovoalbumina. Para isto, nos dias 0, 14, 28 e 42, os animais dos grupos
citados acima receberam aplicagbes de injegdes intraperitoniais (i.p.) com
10 microgramas de OVA, 1,9 mL de NaCl (soro fisiolégico 0,9%) e 1 mL de
hidréxido de aluminio (Laboratério Sanofi-Syntlelado, Brasil).

No 21° dia de experimento, os grupos OVA e OVA+TA foram
expostos a sessdbes de exposicdo ao aerosol com OVA a 1%
homogeneizada em NaCl (0,9%). O aerosol foi gerado com uso de um
Nebulizador Ultrasonic (Pulmoclear Il Luxo, Soniclear, Sdo Paulo, Brasil), os

animais foram colocados em caixas de acrilico (dimensdées 30x15x20 cm) e
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submetidos a inalacéo por um periodo de 30 minutos, 3 vezes por semana,
em dias alternados até o 54° dia. Quarenta e oito horas apo6s a ultima
inalagdo, os animais foram submetidos a eutanasia. Os grupos Controle e
TA receberam injecdes i.p. e inalagdes com NaCl (0,9%) nos mesmos dias e

horarios dos grupos sensibilizados.

Figura. 1 — Descricao do Protocolo Experimental

INALAGOES

15 Sessoes(3 x Semana)
;’este Inicio Fim ;',este
i 1SICO 1SICO
Esteira [zl | TA TA | I

Legenda:

A = Injecdo Intraperitonial

® - Periodo de Inalagdo a OVA

O = Dias 21, 22 e 23 Adaptacdo na Esteira Ergométrica
B = Realizagédo dos Testes Fisicos Inicial e Final

O = Inicio e Fim do Treinamento Fisico Aerébico

O = Experimentos e Eutanasia dos Animais
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3.5 - Teste Fisico de Esforco na Esteira Ergométrica

Todos animais foram submetidos a teste fisico no inicio e ao final do
programa de treinamento para determinar a capacidade fisica maxima de
todos os animais, como previamente descrito (Vieira et al., 2007). Antes do
teste inicial, os animais foram submetidos a adaptacdo na esteira
ergométrica (Imbramed, RT 400, Santa Catarina, Brasil) durante 3 dias
consecutivos, por 15 minutos, velocidade 0,2 km/h e inclinagdo de 25%.

O teste fisico de esforco foi realizado no 25° dia com inclinagao de
25%, velocidade inicial 0,2 km/h nos primeiros 5 minutos e, apods este
periodo, a velocidade foi aumentada em 0,1 km/h a cada 2 minutos e 30
segundos. Quando os animais ndo conseguiram mais manter a velocidade
apdés 10 estimulos fisicos, eles eram retirados e anotados o tempo (em
minutos) e a velocidade (em Km/h). A intensidade de treinamento adotada foi
50 % da média da velocidade obtida pelos animais. O mesmo teste fisico foi

repetido no 532 dia.

3.6 - Protocolo de Treinamento Aerdbico de Baixa Intensidade

Os grupos TA e OVA+TA foram submetidos ao protocolo de
treinamento fisico aerdbico de baixa intensidade (50% da média em Km/h
obtida no primeiro teste fisico de esforco), iniciando no 28° dia do
experimento, apds os animais ja terem recebido duas aplicacdes de i.p. (dia

0 e 14) e expostos a 3 sessdes de aerosol de OVA. O protocolo de
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treinamento fisico aerdbico foi realizado durante 4 semanas consecutivas
terminando no 52° dia. O treinamento foi realizado com a esteira ergométrica
com freqliiéncia de 5 vezes por semana, duragao de 60 minutos, inclinacao
de 25%, sendo 05 minutos para aquecimento, 50 minutos de atividade

principal com e 5 minutos para volta a calma.

Figura 2 — Descrigdo do Protocolo de Treinamento Fisico Aerdbico

4 Semanas de TA (50%

Frequéncia § x Semana

Duracao 60 min.
Teste Teste
e | Fisico Fisico
BCER | nicial i i Final

L S N f ¢+ 4 7
Linha do Tempo (Dias)

A28 5 B 2N M %%

Legenda:

A = Periodo de Adaptagéo na Esteira Ergométrica
O = Realizacao dos Testes Fisicos Inicial e Final

O = Periodo de Treinamento Fisico Aerébico

® - Ultima Sessao de Inalagéo
O = Experimentos e Eutanasia dos Animais
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3.7 - Avaliacao da Mecanica Respiratoria

No 56° dia, 48 horas apo6s da ultima sessdo de aerosol, os animais
foram anestesiados com Thiopental Sdédico (50 mg/Kg; i.p.) (Laboratério
Cristalia, Brasil), traqueotomizados com um tubo de polietileno, sedados e
conectados a um ventilador mecanico Flexivent (SCIREQ, Montreal,
Canada) e ventilado com um volume corrente de 10 mL/Kg and 2 Hz,
respectivamente. A oscilacdo da mecanica pulmonar foi registrada através
da aplicacdo ondas de oscilagbes nas vias aéreas através de diferentes
freqiéncias entre 0.25 and 19.625 Hz por 16 segundos (Fust et al., 2005).
Foram obtidas a resisténcia e a elastancia tecidual (respectivamente, Gtis e

Htis) como previamente descrito (Hantos et al., 2003).

3.8 - Coleta de Sangue e Eutanasia dos Animais

ApoOs anestesia, o0s animais foram submetidos a assepsia e
tricotomizados na regido abdominal com iodo polvidona para realizagao da
incisdo, foi coletado 1 mL de sangue pela veia cava inferior com uso de uma
seringa de 1mL, previamente preparada com 0,1 mL de Heparina Sodica
(Laboratério Hipolabor, Brasil) e, em seguida, os animais foram eutanizados
por ex-sanguinidade (Vieira, 2007).

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas no
equipamento Beckman CS-CR Centrifugue (Beckman Instruments Inc., Palo

Alto, CA, USA) por 15 minutos, 1000 rpm a 5° C. Em seguida, o plasma foi
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retirado com uma Micropipeta (Gilson, Frangca) e congelado a -70°C no
Freezer Forma Scientific 3775 (Cambridge Scientific Products, Cambridge,

MA) para futuras analises das imunoglobulinas especificas para OVA.

3.9 - Retirada e Coleta dos Pulmoes

Os pulmbées foram retirados em bloco para processamento com
técnicas de histologia e futuras analises da inflamacao celular, expressao de
citocinas e remodelamento bronquico. O processo de retirada dos 6rgaos foi
iniciado com aplicacao de 0,3 mL de formol 10% para pré-fixacao celular, a
traquéia foi amarrada com fio cirdrgico e os pulmdes foram retirados. Em
seguida, os pulmdes foram mantidos em 200 mL de formol (10%) por um
periodo de maximo de 12 horas, em seguida foram submetidos a rotina

histoldgica (Behmer et al., 1976; Vieira, 2007).

3.10 — Avaliacao dos Titulos Especificos IgE e IgG{ para OVA

As amostras de plasma do sangue processadas e armazenadas a
—70°C foram utilizadas para avaliacao dos titulos de imunoglobulinas G; e E
(respectivamente, IgGi e IgE) através da técnica de anafilaxia cutanea
passiva (PCA) como descrito por Mota e Perini (1970). Para determinagao
dos titulos de IgE, o plasma sanguineo foi aliquotado de 1:20 a 1:160 e
injetado no subcutaneo do dorso de ratos Wistar previamente depilados.

Apl6s 24 horas, 0os animais receberam uma injecao intravenosa contendo a
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base de 1 mg de OVA e 10 mg de azul de Evans homogeneizados em 1 mL
de NaCL (0,9%). Apdés 60 minutos, os animais foram anestesiados e
eutanizados, a pele do dorso foi removida e foi avaliada a reacao anafilatica
local pela quantificacao do didmetro da reacéo no tecido subcutéaneo.

A avaliagao dos titulos de IgG+ ocorreu de forma semelhante a de IgE,
entretanto a reacao foi avaliada em camundongos BALB/c. O plasma foi
aliquotado de 1:5 a 1:1200 e entdo injetado no tecido subcutaneo do dorso
dos animais. Ap6s 24 horas de repouso para ocorrer a reagao passiva, 0s
animais receberam as injeg¢des intravenosas a base de 1 mg de OVA e
10 mg de azul de Evans homogeneizados em 1 mL de NaCL (0,9%). Apéds
60 minutos da aplicagdo, os animais foram anestesiados e eutanizados, a
pele do dorso foi tricotomizada para visualizacdo e foi avaliada a reacao

ocorrida no local da inje¢ao inicial no tecido subcutéaneo.

3.11 - Imunohistoquimica do Tecido Pulmonar

Apbs 12 horas que os pulmodes ficaram submersos em formol, eles
foram retirados e submetidos as técnicas convencionais de histologia com
parafina e imunohistoquimica (Behmer et al., 1976) através de cortes dos
blocos dos tecidos de 5um de espessura. As laminas de tecido pulmonar
receberam aplicacdo da coloragdo Luna para quantificacao de eosinoéfilos na
regiao peribrénquica (Luna, 1986), coloragdo de Hematoxilina & Eosina
(H&E) para quantificacéo da area do musculo liso das vias aéreas (Carrol et

et al.,, 2002), Acido Periédico de Schiff e Azul Alciano (PAS-AB) para
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quantificacdo da expressdo de muco pelo epitélio (Broide et al., 2005),
Picrossinious para quantificacdo da area de fibras colagenas e Resorcina-
Fucsina com oxidacdo para analisar a area de fibras elasticas nas vias

aéreas (Dolhnikoff et al., 1999).

3.12 — Preparo dos Pulmoes para Imunohistoquimica

As laminas de tecido pulmonar receberam aplicagao de silane (Sigma-
Aldrich, Inc.) e foram preparadas através da das técnicas classicas de
imunohistoquimica (Azar & Espinoza, 1986) para marcacdo dos seguintes
anticorpos imunohistoquimicos: linfécitos CD3+ e CD4+, interleucinas-2 (IL-
2), IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, IL-1ra e interferon gamma (IFN-y) e fator de
transcricdo nuclear-xB (NF-xB). As laminas previamente preparadas com (3-
Aminopropil-trietoxi-silano)  (Silane-Sigma, USA) contendo o0s cortes
histol6gicos dos pulmdes foram inicialmente desparafinizadas 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. Apos este periodo, as laminas foram lavadas em PBS.

Etapa 2 - Bloqueio e Incubacao com Anticorpo Primario: O
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada (H>O.)
10V 3% (83 x 10 minutos), seguidos de incubacdo com o0s anticorpos
primarios: anti-CD3+ (sc-8308; Santa Cruz), anti-CD4+ (sc-1784; Santa

Cruz), anti-IL-2, anti-IFN-y, anti-IL-4, anti-IL-5, anti-IL-13, anti-IL-10,
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anti-IL-1ra, anti-NF-xB, 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 — Incubacao com Anticorpo Secundario e Complexo: As
laminas foram lavadas em PBS e incubadas pelo ABCKit Vectastain (Vector
Elite — PK-6105 (anti-goat) / PK-6101 (anti-rabbit). Apenas para os
anticorpos primarios anti-IL-2 e anti-IL-4, ap6s a incubacdao do anticorpo
secundario, seguiu-se o bloqueio da peroxidade endégena com H>O210V 3%
+ metanol (1:1) (2x 10 minutos), posteriormente a incubacdo com complexo.

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

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

montadas com resina para microscopia Entellan (Merck, Alemanha).

3.13. — Analise Morfométrica

As analises das células peribrénquicas positivas foram realizadas com
0 uso de técnica morfométrica através de um reticulo de Weibel conectado a
uma ocular 100x do microscépio Olympus Bx40F4 (Olympys Optical

CO.LTD, Tékio, Japao). A contagem peribronquial de células inflamatérias
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positivas para IL-4, IL-5, IL-13, IL-2, IFN-y, IL-1ra, IL-10, NF-xB, os linfécitos
CD3+ e CD4+ e eosindfilos foram analisadas atravées da técnica de
morfometria usando um reticulo ocular de Weibel com 50 linhas e 100 pontos
(aumento de 1.000x com area conhecida de 10.000 um?) (Weibel, 1990).
Para cada tipo celular, a contagem celular foi determinada com o nimero de
células positivas para cada marcacgao, dividida pela area do tecido e as
mensuragdes foram expressas como células/um?. Os resultados foram entdo

transformados para células/mm? por ajuste de unidade (Weibel, 1990).

3.14 - Analise do Remodelamento por Método de Analise de Imagem

O remodelamento das vias aéreas foi avaliado nas laminas coradas
com Hematoxilina & Eosina (H&E) para analise area do musculo das vias
aéreas; Picrossirius foi usado para quantificacdo das fibras bronquiais de
colageno; Resorcina-Fucsina de Weigert com Oxidacao foi usada para
deteccao das fibras de elastica. Para avaliar o remodelamento, foi utilizado o
método de analise de imagem (Cho et al., 2004; Broide et al., 2005) com um
microscépio Eclipse E-200 (Nikon, Japan), uma camera digital Cool Snap
(Photometrics, Japan) e um software de captura e andlise de imagem /mage
Proplus 4.5 (CA, USA). Foram avaliados: o espessamento do musculo liso
das vias aéreas, a deposicao de fibras de colageno e elastica nas vias
aéreas e a producao de muco epitelial. Foi utilizando um aumento de 400x,

foram avaliadas 5 vias aéreas de cada animal para cada marcador.
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O espessamento da camada do musculo liso das vias aéreas (o
didmetro transverso) foi mensurado da parte mais interna até a parte mais
externa. As deposicdes das fibras de colageno e elastica nas vias aéreas
foram avaliadas na area compreendida entre a membrana basal epitelial até
a adventicia da via aérea. As areas positivas de fibras de colageno e elastica
foram expressas como percentual da area total das paredes das vias aéreas.
A producao de muco foi avaliada contando a area epitelial positiva para PAS-
AB, os resultados foram expressos como percentual de células positiva para

PAS-AB por area total epitelial.

3.15 - Analise Estatistica

Os dados foram analisados com uso de um pacote estatistico Sigma
Plot Software 9.1 (Systat Software Inc., Chicago, USA). Os grafico foram
criados com o software Prisma 3.0 (GraphPad Software, CA, USA). Os
dados paramétricos foram analisados com o teste One-way Anova seguido
pelo Student-Newman-Keuls post-hoc test e os dados nao-paramétricos pelo
teste Anova-On Ranks seguido do Dunn’s post-hoc test. Os dados
paramétricos foram mostrados como média e desvio padrao. Valores nao-
paramétricos foram expressos em box plot € mediana (varidncia). A
significancia adotada foi 5% (P<0,05). Os dados paramétricos estao
apresentados em graficos com barras. Os dados nao-paramétricos estao

apresentados em graficos box plot .
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4 - RESULTADOS
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Os animais de todos os grupos tiveram o peso corporal mensurado
nos dias 0 (inicial) e 56 (final) do protocolo. Verifica-se que os animais
apresentaram um aumento de peso, mas nao houve diferenca entre os

grupos estudados (p>0,05) (Figura 4).
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Figura 3 — Ganho de peso corporal nos grupos estudados. O ganho de peso
foi analisado pela diferencga entre o peso final - peso inicial. Os valores estao
expressos com média = desvio padrdao (dp). Descricdo dos Grupos:
Controle: animais ndo sensibilizados e nao treinados (ver Materiais e
Métodos); TA: animais nao sensibilizados e treinados aerobicamente; OVA:
animais sensibilizados e nao treinados; OVA+TA: animais sensibilizados e
treinados aerobicamente. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
(p>0,05).

Os animais foram submetidos a testes de esforgo fisico antes (dia 25)

e apos o treinamento fisico (dia 53). Os resultados mostram que os grupos
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nao submetidos ao treinamento fisico (Controle e OVA) nao apresentaram
melhora na tolerdncia ao esforco fisico apés o protocolo experimental
(p>0,05). Entretanto, os grupos submetidos ao treinamento fisico aerébio de
baixa intensidade (50%) durante 4 semanas (TA e OVA+TA) apresentaram
melhora na tolerancia ao esforgo fisico quando comparados com 0s grupos

nao treinados (p<0,01) (Figura 4).
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Figura 4 — Melhora na capacidade fisica. Os valores estdo expressos em
minutos e representa o tempo de melhora na performance entre o teste fisico
final — o inicial. Os valores estao expressos como média e dp. Os grupos
estdo descritos na Figura 3. *p<0,01 quando comparado com 0S grupos nao
treinados.

Os niveis plasmaticos de IgE especificos a OVA estdo apresentados
na Figura 5. Os resultados mostram que a sensibilizacdo aumentou a

expressao de IgE (grupos OVA e OVA+TA) se comparados com 0S grupos
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nao sensibilizados (Controle e TA) (p<0,001). Porém, o treinamento fisico

nao modificou estes niveis nos animais sensibilizados (Figura 5).
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Figura 5 — Niveis plasmaticos de IgE especificos para OVA mensurados por
PCA. Os valores estao expressos como média + dp do log do titulo de IgE. O
protocolo de sensibilizagdo estd descrito na secao Material e Métodos.
*p<0,001 quando comparados com os grupos Controle e TA.

Os niveis plasmaticos de IgG; foram aumentados nos grupos OVA e
OVA+TA quando comparados com os grupos Controle e TA (p<0,001) e o

treinamento fisico ndo modificou os niveis dessas imunoglobulinas.
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Figura 6 - Niveis plasmaticos de anticorpos IgG; especificos para OVA
mensurados por PCA. Os valores estdo expressos como média + dp. Os
grupos sensibilizados OVA e OVA+TA apresentaram aumento nos niveis
plasmaticos de IgGi quando comparado com grupos Controle e TA
(*p<0,001).

A mecanica respiratéria foi avaliada no ultimo dia do protocolo (dia 56)
e foram avaliados os parametros Gtis e Htis (respectivamente, resisténcia e
elastancia pulmonar). Verificou-se que o Grupo OVA apresentou maior
resisténcia e elastancia tecidual quando comparado com os demais grupos

(p<0,05) (respectivamente, Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Avaliacdo da resisténcia tecidual (Gtis). Os valores estao
expressos como média + dp. Gtis foi avaliado in vivo no 56° dia do protocolo
no ventilador mecéanico Flexivent. *p<0,001 quando comparado com o0s
demais grupos.
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Figura 8 — Avaliacdo da elastancia tecidual (Htis). Os valores estédo
expressos como media + dp. Htis foi avaliado in vivo no 56° dia do protocolo
no ventilador mecanico Flexivent. *p<0,001 quando comparado com o0s
demais grupos.
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A inflamagéao pulmonar alérgica crénica foi quantificada pela infiltragao
de eosindfilos na regiao peribrénquica (Figura 9). A partir da analise da
destas células, verifica-se que o grupo OVA apresenta aumento da infiltracao
eosinofilica na regiao peribrébnquica quando comparado com os demais
grupos (p<0,01) (Figura 9). Além disto, verifica-se que o treinamento fisico
reduziu o numero de eosindfilos na regidao peribrébnquica em animais

sensibilizados (p<0,01) (Figura 9).
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Figura 9 - Infiltracdo eosinofilica peribrénquica. No box plot, os valores
expressos em mediana e intervalo de confianca 95% do numero de
células/mm?. A linha média do quadrado representa a mediana e as barras
superiores e inferiores representam os quartis 25% e 75%, respectivamente.
As linhas superiores e inferiores ao quadrado representam os quartis 5% e
95%, respectivamente. *p<0,01 quando comparado com 0s demais grupos.

Foi avaliado também o numero de linfécitos T CD3+ e CD4+

(respectivamente, Figuras 10 e 11). Verificou-se que a sensibilizacdo a OVA
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induziu aumento do namero de linfécitos CD3+ (3 vezes) e CD 4+ (2 vezes)
quando comparado com 0s grupos nao sensibilizados (p<0,001). O aumento
dos linfécitos T CD3+ foi totalmente inibido nos animais sensibilizados
submetidos ao treinamento fisico aerébio (p<0,001; grupo OVA+TA). Foi
observada também uma inibicdo no aumento de linfécitos induzidos pela
sensibilizacdo no grupo OVA+TA (p<0,001). Os niveis de CD4+ também
foram reduzidos, porém seus niveis permaneceram superiores aos dos

grupos nao sensibilizados.
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Figura 10 — Infiliragdo de linfocitos T CD3+ avaliados com técnica de
morfometria, quantificacdo em células/mm?. Valores expressos em mediana
no box plot. *p<0,001 representa aumento linfocitario CD3+ no Grupo OVA
em relacao aos outros os grupos Controle, TA e OVA+TA.
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Figura 11 - Infiltracdo de linfécitos T CD4+ avaliados com técnica de
morfometria, quantificacdo em células/mm?. Valores expressos em mediana
no box plot. *p<0,001 quando comparado com os grupos Controle, TA e
OVA+TA; #p<0,001 quando comparado com os grupos Controle e TA.

Foi avaliada a resposta Th, através da expressao de IL-4, IL-5 e IL-13
pelas células peribronquicas. A expressdao de IL-4, IL-5 e IL-13 foram
maiores nos animas sensibilizados e nao treinados (grupo OVA) quando
comparados com o0s demais grupos (p<0,05; Figuras 12, 13 e 14). Em
contrapartida, os animais sensibilizados e treinados aerobicamente
apresentaram menor expressao de IL-4, IL-5 e IL-13 quando comparado com

o grupo OVA (p<0,05).
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Figura 12 - Células peribrénquicas positivas para IL-4 avaliadas com técnica
de morfometria. Os valores estdo expressos em mediana (células/mm?) em
box plot; *p<0,001 quando comparado com 0s demais grupos.
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Figura 13 - Células peribrénquicas positivas para IL-5 avaliadas com técnica
de morfometria. Os valores estdo expressos em mediana (células/mm?) em
box plot, *p<0,001 quando comparado com os demais grupos; *p<0,001
quando comparado com os grupos Controle e TA.
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Figura 14 - Células peribronquicas positivas para IL-13 avaliadas com
técnica de morfometria. Os valores estdo expressos em mediana
(células/mm?) em box plot; *p<0,001 quando comparado com os demais
grupos.

Foi também avaliado o efeito do treinamento fisico no remodelamento
das vias aéreas através da quantificacao de fibras de colageno e elastica,
espessamento do musculo liso das vias aéreas e sintese de muco pelo
epitélio. Porém, antes desta quantificacao, foi verificado se o perimetro da
membrana basal das vias aéreas estudadas tinha variacao de tamanho entre
0s grupos utilizando-se o programa Image Proplus versao 4.5 (Figura 15).
Os resultados mostram que néo existe diferenca do perimetro das vias

aéreas entre os grupos (p>0,05).
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Figura 15 — Perimetro da membrana basal das vias aéreas.

Os resultados mostram que a sensibilizagdo com OVA aumentou a
deposicéo de fibras de coldgeno e eléstica, espessamento do musculo liso e
expressdo de muco epitelial quando comparado com o0s grupos para
Controle e TA (p<0,05) (respectivamente, Figuras 16 a 19). Entretanto, foi
observado que o grupo OVA+TA apresentou uma reducao da deposicao das
fibras de colageno e elastica, espessamento do musculo liso e expressao de
muco epitelial quando comparado com o grupo OVA (respectivamente,

Figuras 16 a 19).
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Figura 16 — Quantificacdo das fibras de colageno nas vias aéreas. Os
valores estdao expressos como média + dp do percentual de fibras coladgenas
da via aérea; *p<0,05 quando comparado com 0s demais grupos.
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Figura 17 - Quantificagdo das fibras elasticas nas vias aéreas. Os valores
estdo expressos como média + dp do percentual de fibras elasticas da via
aérea; *p<0,05 quando comparado com 0s demais grupos.
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Figura 18 — Quantificacdo do musculo liso das vias aéreas. Os valores estao
expressos como média + dp do percentual de musculo liso da via aérea;
*p<0,05 quando comparado com os demais grupos
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Figura 19 — Expressdo de muco epitelial. Os valores estao expressos como
média * dp do percentual de area de muco; *p<0,05 quando comparado com
0s demais grupos.
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A fotomicrografia abaixo ilustra o remodelamento das vias aéreas.

Figura 20 — Fotomicrografia representativa do remodelamento das vias
aéreas. Fotos A1-A4 = fibras colagenas; B1-B4 = fibras elasticas; C1-C4 =
musculo liso e D1-D4 = muco epitelial. A barra representa uma escala de
25 um. Os grupos 1, 2, 3 e 4 representam, respectivamente, 0s grupos
Controle, TA, OVA e OVA+TA.

O desbalango Th1/Th2 é considerado um indicador do tipo de
predominancia da resposta da imune alérgica, entdo essas respostas foram
analisadas pela expressao das suas citocinas pelas células inflamatérias na
regiao peribrénquica. Verifica-se que a expressao das citocinas Th1 (IL-2 e
IFN-y) ndo foi modificada nem pela sensibilizagcdo e nem pelo treinamento

fisico aerdbio (p>0,05) (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 - Células peribrénquicas positivas para IL-2. Os valores estao
expressos em mediana (células/mm?) em box plot.
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Figura 22 - Células peribrénquicas positivas para IFN-y. Os valores estao
expressos em mediana (células/mm?) em box plot;
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Os mecanismos regulatérios da inflamagdo pulmonar alérgica foi
estudado pela quantificacdo da expressao de citocinas anti-inflamatoérias,
IL-10 e IL-1ra. Os resultados mostram que a sensibilizacdo ndo modificou a
expressao de IL-10 e IL-1ra quando comparado com os grupos Controle e
TA (p>0,05; respectivamente, Figuras 23 e 24). Por outro lado, os animais
sensibilizados e treinados aerobicamente apresentaram aumento da

expressdo destas citocinas quando comparado com o0s demais grupos

(p<0,001).
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Figura 23 - Células peribronquicas positivas para IL-10. Os valores estao
expressos em mediana (células/mm?) em box plot; *p<0,01 quando
comparado com os demais grupos.
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Figura 24 - Células peribrénquicas positivas para IL-1ra. Os valores estédo
expressos em mediana (células/mm? em box plot; *p<0,01 quando
comparado com 0s demais grupos.

Foi avaliada também a expressdo do NF-xB pelas células
inflamatorias peribrénquicas. Verificamos que a sensibilizagcdo aumentou a
expressdo de NF-xB quando comprados com os grupos Controle e TA
(p<0,01; Figura 25). Este aumento de NF-xB induzido pela sensibilizagéo foi
inibido no grupo OVA+TA quando comparado com o Grupo OVA (p<0,001).
Entretanto, a expressdo de NF-xB no grupo OVA+TA permaneceu superior

se comparado com os grupos Controle e TA (p<0,05).
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Figura 25 - Células peribrénquicas positivas para NF-kB. Os valores estéo
expressos em mediana (células/mm? em box plot; *p<0,01 quando
comparado com os demais grupos. #p<0,05 quando comparado com os

grupos Controle e TA.
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5 - DISCUSSAO
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O presente estudo mostrou que o treinamento fisico aerdbio (TF) em
camundongos sensibilizados a ovoalbumina (OVA) reduziu a migracado de
eosindfilos e linfocitos, a producéo de citocinas Th2 e o remodelamento das
vias aéreas e aumentou a expressao de citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e
IL-1ra). Porém, o TF ndo modificou a producdo de imunoglobulinas
especificas induzidas pela inflamacdo pulmonar alérgica crénica e néao
modificou a resposta Th1.

Individuos com asma apresentam menor capacidade aerdbia por
serem menos ativos que seus pares (Clark & Cochrane, 1998; Fink et al.,
1992). Os guias de manejo da asma recomendam que individuos com asma
devem praticar atividade fisica de maneira adequada e com regularidade
porque auxilia na melhora da capacidade fisica, no aumento da capacidade
de realizagdo das atividades da vida diaria e na redugcdo da dispnéia
(ATS/ERS, 2006; Ries et al., 2007). Por outro lado, estudos mais recentes
sugerem também que o treinamento fisico regular pode auxiliar no controle
da doenga, nos aspectos psicolégicos e reducdo do numero de crises, de
sintomas da doenca e do uso de corticoide inalatério (Fanelli et al., 2007;
Goncalves, 2007; Garcia-Aymerich et al., 2009). Entretanto, os mecanismos
para esta melhora ainda sdo pouco conhecidos e € possivel que ele seja
decorrente de modificacdo da resposta imune que tem sido pouco estudada.

O uso de protocolos de inflamacdo pulmonar alérgica em
camundongos sado normalmente utilizados para estudar aspectos da
fisiopatologia da asma, ja que produzem caracteristicas similares as da

doenca (Kips et al, 2003), tais como aumento da expressdo de
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imunoglobulinas, da resposta imune Th2, da migracdo de leucécitos e
remodelamento das vias aéreas (Wills-Karp, 2000; Nakae et al., 2007;
Wegmann, 2008).

Estudos experimentais utilizando modelos de inflamacdo alérgica
pulmonar tém demonstrado que o TF reduz a inflamagéo, os niveis de IgE
(Pastva et al., 2004), a migracao de eosindfilos no lavado broncoalveolar e
na area peribrénquica (Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2007), a expressao
de IL-4 e IL-5 (Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2007), no remodelamento
brénquico (Vieira et al., 2007; Vieira et al., 2008) e a expressdo do NF-xB
(Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2008). Apesar do ineditismo destes
estudos, eles apresentam criticas como: investigacao do TA realizado antes
ou durante o estabelecimento da inflamagao e remodelamento, podendo néo
representar o que ocorre com pacientes asmaticos com inflamacao e
remodelamento ja estabelecidos.

Em vista disto, o avanco deste estudo se d4, inicialmente, pelo fato de
estudar o efeito do TF em um modelo onde a inflamacao pulmonar alérgica
cronica ja esta estabelecida, portanto sendo mais similar ao que ocorre em
pacientes asmaticos.

A prevaléncia da asma tem sido relacionada ao aumento de
sobrepeso na populacao (Shore & Johnston, 2006; McLachlan et al., 2007).
Neste sentido, alguns estudos sugerem que obesos estariam sujeitos a
problemas respiratérios como a asma por possuirem niveis plasmaticos
aumentados de TNF-q, IL-6 (Litonjua et al., 1999) e leptina (Johnston et at.,

2007). Esses mediadores inflamatérios seriam expressos pelo tecido adiposo
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e responsaveis na ampliacdo dos processos inflamatérios no trato
respiratorio, aumento dos niveis plasmaticos de IgE e 1gGi, da HRB e da
resposta Th2 (expressdo de IL-4, 5 e 13), resultando no aumento da
migragdo e infiltragdo celular de eosindfilos, neutréfilos, macréfagos e
linfécitos nas vias aéreas e no aumento da expressao de eotaxina (Johnston
et at., 2007; Rausch et al., 2007; Lord et al., 1998) resultando na inflamacéao
e remodelamento brénquico (Johnston et at., 2007). Esses individuos ainda
apresentam menor expressdo das citocinas anti-inflamatérias como
adiponectina, IL-10 e IL-1ra (Shore & Johnston, 2006; Johnston et at., 2007).
No presente estudo, observamos que o0s animais treinados
apresentaram um aumento da capacidade aerdbica sem alteragdo do peso
corpéreo quando comparados com 0s animais nao treinados, sugerindo que
o efeito do TF em nosso estudo ndao esta associado a alteragdes do
sobrepeso. Por outro lado, ndo podemos descartar a hipotese dos animais
treinados terem apresentado alteragdo da quantidade de gordura corporea e
que esta tenha influenciado na inflamacédo pulmonar. Porém, isto ndo era
alvo primario do nosso trabalho e deve ser considerado em estudos futuros.
Muitos estudos tém investigado os efeitos do TF na modulacdo da
resposta imune. Nesse sentido, verificou-se que o exercicio fisico (EF)
agudo realizado com intensidade baixa e/ou moderada pronuncia aumento
dos niveis de catecolaminas e na atividade citotéxica das células natural
killer (NK) apés a realizagcao (Shephard, 2001). Por outro lado, o EF quando
realizado em alta intensidade (>2 horas) reduz o numero e a atividade das

células NK. O overtraining, causado pelo excesso de TF, também podera
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provocar um efeito imunossupressor e tornar o individuo suscetivel a
infeccbes virais e piora da funcdo dos linfécitos B (Shore et al.,, 1999),
diminuicdo da expressdo de imunoglobulinas (Mackinnon et al., 1989;
Mackinnon, 1996). Esse declinio na funcdo imune tem sido bem investigado
e descrito em atletas durante periodos intensos de TF (Shephard, 2000) e
apos competicdes intensas de longa duragdo com aumento de problemas no
trato respiratério de maratonistas (Nieman et al., 1990).

Em vista destes efeitos do TF na resposta imune, alguns estudos tém
pesquisado o seu efeito na resposta imune alérgica utilizando modelos
animais com inflamagédo pulmonar que mimetizam a asma (Pastva et al.,
2004; Vieira et al., 2007). Pastva & colaboradores (2004) foram os primeiros
a avaliar este efeito, e mostraram que o TF é eficaz na reducdo da
inflamacéao pulmonar alérgica, na producao de IgE e na expresséo de IL-4 e
IL-5. Vieira & colaboradores (2007) confirmaram que o TF reduz a migracéo
de eosindfilos para o peribronquico e a reducao da expressao de citocinas
Th2, ainda verificaram uma reducédo do remodelamento das vias aéreas e da
expressao do NF-xB.

Diferentemente dos estudos citados acima, 0 nosso protocolo de TF
foi realizado ap6s a sensibilizacdo e o0s nossos resultados mostram
similarmente ao previamente mostrado por Pastva e Vieira, que o TF reduziu
a inflamacao celular alérgica pulmonar (eosinéfilos e linfécitos) e a
expressao de IL-4 e IL-5. Adicionalmente, mostramos que o TF reduziu o
namero de linfécitos T CD3+ e CD4+, a expressao de IL-13, a sintese de

muco pelo epitélio e a resisténcia e elastancia pulmonar. Por outro lado,
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verificamos que o TF ndo modificou a producdo de imunoglobulinas como
previamente mostrado por Pastva e colaboradores. Existem algumas
diferencas entre os nossos achados e os de Pastva et al., (2004), por
exemplo, ndo verificamos alteracdo na producdo de IgE especificas. E
possivel que esta diferenca entre os nossos achados e os de Pastva esteja
relacionada ao momento em que foi iniciado o TF. Esta hipbtese é
fundamentada por estudos prévios de Silva-Duarte et al., (2009) que
verificou que quando o TF é realizado antes da sensibilizacdo ha uma
reducao na producgao de IgE e 1gG;.

Deste modo, embora puramente especulativo, podemos sugerir que a
reducdo da inflamacao verificada por Pastva et al., (2004) possa estar
relacionada a reducgao da expressao de anticorpos IgE especificos para OVA
e, possivelmente, de toda a cascata inflamatoria e na resposta das vias
aéreas, como previamente sugerido por outros pesquisadores (Oshiba et a.,
1996; Hamelmann et al., 1999; Renz et al., 1994). Por outro lado, os efeitos
da inflamacédo verificados em nosso estudo parecem nédo estar relacionado
ao processo inicial de sensibilizacdo alérgica. Estudo recente de Moreira &
colaboradores (2008) mostrou que criancas asmaticas submetidas a
programa de TF apresentaram uma reducdo das IgE totais e especificas,
apesar de nao ter mostrado diminuigdo do numero de eosinofilos nas vias
aéreas. Deste modo, o efeito do TF na producdo de imunoglobulinas
permanece pouco compreendido.

A resposta inflamatéria alérgica € modulada e ampliada pela resposta

celular Th2 através das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (Kips, 2001; Holgate,
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2004; Nath et al., 2007). Embora o inicio e desenvolvimento da resposta
alérgica ainda nao estejam totalmente compreendidos, Mosmann e Hoffman
(1989) sugeriram que ele se da devido ao desbalanco da resposta Th1/Th2.
De acordo com esta hipbétese, conhecida como hipétese da higiene, a
diferenciacao em linfécitos Th2 com conseqlente producédo de IL-4, IL-5 e
IL-13 sdo atribuidas a reducéo do perfil Th1 (IL-2 e IFN-y).

O papel do TF na resposta imune Th1 tem sido estudado, entretanto
seu efeito na resposta Th2 é pouco compreendido. Existem evidéncias
mostrando que o TF de intensidade leve ou moderada pode modular a
resposta Th1 aumentando a citotoxidade natural in vivo e in vitro (Macneil &
Hoffman-Goetz, 1993). Por outro lado, parece que o efeito do TF sobre a
resposta imune depende da intensidade da atividade fisica. Smith (2003)
sugere que o TF de alta intensidade pode suprimir a resposta Th1 e,
possivelmente, aumentar a resposta Th2. Estes resultados sao
substanciados por estudos que sugerem que o TF de alta intensidade pode
causar uma imunossupressdo (Baral et al., 1984; Araneo et al., 1991;
Birkeland et al., 1995; Bagby et al., 1996).

Apesar do efeito do TF na resposta Th2 ser pouco conhecido, existem
evidéncias indicando que ele pode ser benéfico em individuos asmaticos.
Neste sentido, o estudo realizado por Neder & colaboradores (1999) sugere
gue criancas asmaticas submetidas ao TF apresentam uma melhora clinica
com reducao do consumo de broncodilatadores de longa duracado. Além
disto, Fanelli & colaboradores (2007) sugerem que criangcas asmaticas

submetidas a um programa de TF fazem um menor uso de corticosteroéides.
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Porém, os mecanismos pelo qual estes efeitos sdo obtidos ndo foram
estudados até o presente momento. Pastva et al., (2005) mostraram que a
reducdo da inflamacdo pulmonar alérgica decorrente do TF ocorre
possivelmente devido pela regulagao de glucocorticoide enddégeno. Por outro
lado, Vieira et al., (2007) mostraram que a reducéo da inflamagéao pulmonar
alérgica ndo envolve uma modificacdo da expressao de Th1 (IL-2 e IFN-y),
mas sim devido ao aumento expressao da citocina regulatoria IL-10.

A partir dos achados de Vieira et al., (2007), nés investigamos o efeito
do TF na expressdo de IL-10 e IL-1ra no nosso modelo experimental e
nossos resultados mostram que ambas citocinas estavam aumentadas nos
animais sensibilizados e treinados, o que poderia explicar a redugcédo da
inflamacdo alérgica. Entretanto, ndo podemos descartar o efeito dos
glicocorticoides ja que este horménio néo foi avaliado neste estudo.

O remodelamento das vias areas € considerado um processo
secundario derivado da inflamacédo da asma alérgica. E tanto a inflamacgéao e
o remodelamento provocam estreitamento das vias aéreas prejudicando o
fluxo de ar, provocando HRB e piora da fungdo pulmonar no asmatico
(Jeffery, 2001; Mauad et al., 2007; Broide, 2008). A reversdo do
remodelamento tem sido vista como importante para o tratamento de
asmaticos objetivando a reducdo da obstrucdo brénquica. Pastva et al.,
(2004) demonstraram que o TF em animais sensibilizados reduziu o efeito da
inflamagé&o na arquitetura pulmonar bem como a expressao de muco € o
namero de células de goblet. Em complemento, Vieira et al., (2007)

mostraram que o TF reduziu o remodelamento das vias aéreas mais
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especificamente pela reducdo da deposicao de fibras de colageno e elastica
bem como a reducéo do espessamento do musculo liso. No presente estudo,
nds também verificamos que o TF reduziu o remodelamento das vias aéreas
quantificado pela reversdao da deposicdo de fibras de colageno e elastica,
pelas reducdes do espessamento do musculo liso e da expressdo de muco
pelo epitélio.

Acreditamos que tais efeitos tenham repercutido na mecénica
respiratéria, visto que verificamos uma redugéo da resisténcia e elastancia
pulmonar. Entendemos que estes achados sao bastante relevantes uma vez
o remodelamento piora a funcdo pulmonar em asmaticos (Beale et al., 1952;
Brown et al., 1984) e em camundongos com inflamacéo pulmonar alérgica
(Tomioka et al., 2002).

Apesar dos nossos resultados demonstrarem que o TF reduz a
inflamagéo e reverte o remodelamento da vias aéreas em camundongos com
inflamag@o pulmonar alérgica, nés reconhecemos as limitagbes desse
estudo. Um deles diz respeito ao proprio modelo experimental que tenta
mimetizar 0 que ocorre na asma, porém reconhecidamente, animais néo
adquirem essa patologia. Através do processo de sensibilizacdo os
camundongos passam a apresentar caracteristicas similares a asma, e
quando esse alérgeno é retirado voltam ao estado normal. Outro importante
fator é que destacamos neste estudo que 0s animais ja apresentavam
inflamagéo e remodelamento no 28¢ dia, apesar de ndo termos avaliado
nenhuma dessas caracteristicas nesse dia especifico, isso ocorreu devido o

préprio desenho experimental, porém estudos anteriores ja confirmaram
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inflamacédo e remodelamento em camundongos no 28° dia (Tanaka et al.,
2002; Yamauchi et al., 2008). Contudo, o nosso grupo teve a confirmacao da
migracao de leucdcitos e da deposicado de colageno ja a partir do 282 dia, o
que foi confirmado no mesmo modelo por outros de estudos realizados
complementarmente.

Sugerimos também cuidados na transposicdo do treinamento fisico
para humanos asmaticos, pois mais estudos sdo necessarios para aumentar

o corpo de informacdes sobre o0 assunto.
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6 - CONCLUSAO
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Os resultados do presente estudo sugerem que o treinamento fisico
aerdbico inibe a migracdo de eosindfilos e linfocitos CD3+ e CD4+ e o
remodelamento das vias aéreas bem como reduz as alteracées da mecanica
respiratoria em animais com inflamacao pulmonar alérgica. Estas alteracdes
parecem ser associadas a reducdo das citocinas Th2 sem alteracdo das
citocinas Th1. Nossos resultados sugerem ainda que estes efeitos do
treinamento fisico podem ser decorrentes da regulacao pelas citocinas IL-10

e IL-1ra.

Estes resultados sugerem que o treinamento fisico aerdbio,
normalmente utilizado em programas de reabilitacdo de pacientes asmaticos,
pode ter um papel importante modulando a inflamacédo pulmonar alérgica.
Porém, a transposicdo dos nossos resultados para pacientes asmaticos é
limitada e o efeito do treinamento fisico na inflamagdo pulmonar em

pacientes asmaticos precisa ser mais estudado.
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