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RESUMO

SilvaRA. Estudo dos mecanismos induzidos pelo treinamento fisico aerébico ao longo do tempo
na inflamagdo pulmonar e no remodelamento bronquico em um modelo murino de asma. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2013.

O treinamento aerdbico (TA) traz beneficios para os asmadticos, porém os mecanismos anti-
inflamatdrios ndo sdo conhecidos. Estudos experimentais de asma tém mostrado que o TA reduz
a inflamagdo pulmonar alérgica cronica (IPAC) e a reposta Th2, no entanto, nenhum estudo
explicou quando os efeitos protetores sdo iniciados e qual € a principal via anti-inflamatéria
desencadeada. Objetivo: Avaliar o efeito do TA ao longo do tempo em um modelo murino de
asma visando identificar quando sio iniciados os efeitos anti-inflamatdrios e a reversdo do
remodelamento bronquico (RB). Métodos: BALB/c (160 animais) foram divididos em 4
grupos: Controle (CT): ndo induzidos a IPAC e ndo treinados; Treinamento Aerdbico (TA): ndo
induzidos a IPAC e treinados; OV A: induzidos a IPAC e nio treinados; OVA+TA: induzidos a
IPAC e treinados. Em seguida foram criados outros subgrupos 1, 3, 7, 15 e 30 dias de TA, ou
seja, cada grupo foi repetidos 5 vezes para investigacao do efeito do TA ao longo do tempo. Os
grupos OV A foram sensibilizados com i.p. (OV A+HidroxAlum), apds foram induzidos a IPAC
com aerosol de OVA (1-3%) iniciado no dia 21 (3 x semana; 30 min./sessdo). A adaptacdo ao
TA foi realizada entre os dias 21 a 23, no dia 25 foi realizado o teste fisico, no dia 28 o TA foi
iniciado (50% intensidade, frequéncia 5 x, por 4 semanas). Vinte quatro horas da ultima sessdo
de TA (1, 3, 7, 15 e 30 dias) os animas foram anestesiados, eutanizados e coletados o lavado
broncoalveolar (LBA) (contagem celular total e diferencial), sangue para quantificacdo das
imunoglobulinas (IgE e IgG;) por técnica de rea¢do de anafilaxia cutinea passiva (PCA), o
tecido pulmonar para avaliagdo dos mediadores: IL-4, IL-5, eotaxina, RANTES, ICAM-1,
VCAM-1, TGF-B, VEGF, Osteopontina (OPN), NF-kB, FOXP3, receptor de glicocorticéide
(RG) e anti-inflamatoérias IL-10 e IL-1ra (imunohistoquimica e quantificagcdo por morfometria)
e foi coletado também o musculo quadriceps para avaliagdo da producdo das miocinas (IL-10,
IL-1ra e IL-6) (imunohistoquimica e quantificado por anélise de imagem). O RB (musculo liso,
epitélio, deposi¢des das fibras de coldgeno e eldstica e produgao de muco) também foi avaliado
por anélise de imagem. Resultados: Nao foi observada produgdo das miocinas (p>0,05). Os
niveis de IgE, IgGi, migracdo celular, producdo dos mediadores inflamatérios e o RB foram
aumentados nos grupos OVA (p<0,05), que ainda mostraram redu¢do da produgdo do RG
(p<0,05). O TA aumentou o RG no musculo liso das vias aéreas, as produgdes de IL-10 e IL-
Ira aumentaram a partir do 7° dia por células peribronquicas, a0 mesmo tempo que foram
reduzidos o NF-xB, IL-4, IL-5, eotaxina, RANTES, ICAM-1, VCAM-1, VEGF, eosinéfilos no
LBA e foram revertidos o espessamento do musculo liso, do epitélio e as deposicdes de fibras
de coldgeno (p<0,05). Curiosamente, a diminui¢do de TFG-B ocorreu apds o 3° dia, enquanto
OPN, elastica e muco ocorreram apds 15 dias de TA, enquanto IgE, IgG; e neutréfilos apenas
foram reduzidas ao final de 30 dias (p<0,05). Conclusiao: A partir do 3° dia do TA foi iniciado
0 mecanismo anti-inflamatério pelo aumento do RG no musculo liso das vias aéreas, seguido
pelo aumento de IL-10 e IL-1ra e pela reducdo de NF-xB a partir do 7° dia do TA, efeitos que
reverteram a inflamacao alérgica cronica e o RB.

Descriptores: 1.Asma/reabilitacio 2.Asma/imunologia 3.Asma/fisiopatologia 4.Exercicio
5.Receptores de glucocorticoides/antagonistas & inibidores 6.Interleucina-10 7.Alergia e
imunologia 8.Citocinas 9.Remodelacdo das vias aéreas 10.Educacio fisica e treinamento
11.Mediadores de inflamac¢do 12.Modelos animais



ABSTRACT

Silva RA. Study of the mechanisms induced by aerobic training over time in pulmonary
inflammation and bronchial remodeling in an asthma murine model. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2013.

The aerobic training (AT) promotes benefits for asthmatics, but the anti-inflammatory
mechanisms are not known. Experimental studies of asthma have shown that AT reduces the
pulmonary allergic chronic inflammation (PACI) and response Th2, however no study has ever
explained when the protective effects are initiated and which is the main anti-inflammatory
pathway triggered. Aim: To evaluate the effect of AT over time in a murine model of asthma to
identify when the anti-inflammatory effects is started and reverse bronchial remodeling (BR).
Methods: BALB/c (160 mice) were divided into 4 groups: Control (CT): not induced to PACI
and untrained; Aerobic Training (TA): not induced to PACI and trained; OV A: induced to PACI
and untrained; OVA + TA: induced to PACI and trained. After that were created others
subgroups 1, 3,7, 15 and 30 days AT, that is, each group was repeated 5 times to investigate the
effect of AT over time. The OVA groups were sensitized with i.p. OVA (OVA+AlumHidrox),
and then the mice were induced after the PACI with aerosol of OVA (1-3%) started on the 21%
day (3 x week, 30 min./Session). Adaptation to TA was held between 21-23, on the 25" day the
physical test was performed, and on day 28 AT was begun (50% intensity, frequency x 5 for 4
weeks). Twenty four hours of the after last session of AT (1, 3, 7, 15 and 30 days) the mice
were anesthetized, euthanized and the bronchoalveolar lavage fluid was collected (BALF)
(Total and differential cell count) and blood was used to quantify immunoglobulins (IgE and
IgG1) by passive cutaneous anaphylaxis reaction (PCA) technique, the pulmonary tissue was
removed and used to evaluate the mediators IL-4, IL-5, eotaxin, RANTES, ICAM-1, VCAM-1,
TGF-B, VEGF, osteopontin (OPN), NF-kB, FOXP3, glucocorticoid receptor (GR), and anti-
inflammatory IL-10 and IL-1ra (immunohistochemistry and quantified by morphometry), was
also the quadriceps muscle to assess the expression of myokines (IL-10, IL-1ra and IL-6) (by
immunohistochemistry and image analyses). The BR (smooth muscle, epithelium, collagen and
elastic fibers deposition, and mucus production) was also evaluated by image analysis. Results:
It was not observed any production of myokines (p>0.05). The levels of IgE and IgGi, cell
migration, production of inflammatory mediators, and the BR were increased in the OV A groups
(p<0.05); that still showed a decreased production of the GR (p<0.05). The AT promoted an
increase of GR in the airway smooth muscle from the 3™ day, the production of IL-10 and IL-
Ira were increased from day 7 for cells peribronchial, while NF-xB, IL-4, IL-5, eotaxin,
RANTES, ICAM-1, VCAM-1, VEGF, eosinophil counting in BALF were reduced, and
reversed the smooth muscle thickening, epithelium and deposition of collagen fibers too
(p<0.05). Interestingly, the decreasing of TGF-3 occurred in the 3™ day, and OPN, elastic fibers,
mucus occurred after 15 days of AT, while IgE and IgGi, and neutrophils were reduced only
after 30 days (p<0.05). Conclusion: The anti-inflammatory mechanism by increasing the GR
on the smooth muscle of the airways was initiated from the 3" day of the AT, followed by an
increase of IL-10 and IL-1ra and a reduction of NF-kB from the 7" day of the AT, reversed the
effects of chronic allergic inflammation and bronchial remodeling.

Descriptors: Asthma/rehabilitation; Asthma/immunology; Asthma/physiopathology; Exercise;
Receptors, Glucocorticoid/antagonists & inhibitors; Inflammation mediators; Interleukin-10;
Cytokines; Allergy and immunology; Airway remodeling; Physical education and training;
Models, animal.
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Introdugdo

1- INTRODUCAO

1.1 Definicao da asma

Asma é uma doenca cronica inflamatéria que afeta as vias aéreas, sua
fisiopatologia envolve migracdo das células para os pulmdes como os eosinéfilos,
neutréfilos, mastocitos, linfécitos T, macréfagos e células dendriticas conforme revisto
por Holgate (2010). Essa inflamacdo cronica estd associada a hiperresponsividade das
vias aéreas, que leva a episddios recorrentes de sibilos, dispnéia, opressao tordcica
(sensacdo de aperto no peito) e tosse, particularmente a noite ou no inicio da manha.
Esses sintomas ocorrem como consequéncia da obstrucdo ao fluxo aéreo, que pode ser
reversivel espontaneamente ou com uso de medica¢do (GINA, 2011; DSBPTMA,

2012).

1.2 Epidemiologia

Em ambito mundial, a doenga afeta entre 1 a 18% da populagdo, o que totaliza
cerca de 300 milhdes de pessoas e provoca 250.000 mortes/ano (GINA, 2011). No Brasil
existem aproximadamente 20 milhdes de asmaticos, levando a asma a ocupar o 8° lugar
na escala de maiores indices de afastamentos por doenca (DSBPTMA, 2012). Segundo
0 Ministério da Sauide (2005) estima-se que 350 mil asmaéticos s@o internados por ano,
o que corresponde a 2,3% das internagdes, colocando-a como o 3° maior fator de
internagdo entre criangas e adultos jovens. Dados mais recentes mostraram que no ano
de 2011 ocorreram 160 mil internagdes, o que corresponde a 4* maior causa de
hospitalizagdes no Brasil. Além disso, estima-se um gastos de 76 milhdes de reais ao
ano com a asma, conferindo-lhe o 3° maior gasto por doencgas, correspondendo a 2,8%

do total dos recursos investidos no sistema de saude do pais (DSBPTMA, 2012).
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1.3 Processo fisiopatolégico da asma

A fisiopatologia da asma alérgica € um processo complexo e tem inicio com a
sensibilizacdo alérgica quando o individuo entra em contato com o alérgeno ou antigeno
pela primeira vez, fazendo com que as células apresentadoras de antigeno reconhecam
o agente estranho, processado e em seguida apresentado as células T que ao reconhecer
o alérgeno modificado passam a produzir mediadores como a citocina 1L-4 que vai
estimular as células B a produzirem anticorpos especificos, tais como a imunoglobulina
E (IgE), como anteriormente revisado por Kuhl e Nicola (2012), essa fase € conhecida
como periodo se desenvolvimento da resposta alérgica como previamente revisto
(Holgate, 2008, Galli e Tsai, 2012; Holtzman 2012).

Em uma segunda exposi¢do ao alérgeno que desencadeou o processo alérgico,
ocorre uma ligacdo com o IgE especifico desse antigeno, em seguida esse conjunto
conecta-se aos receptores de alta afinidade FceRI presentes nas membranas dos
macréfagos, que vao liberar seus granulos contendo leucotrienos, histamina,
prostaglandinas, triptases entre outros mediadores (Halmelmann et al., 1999; Stone et
al., 2010; Kuhl e Hanania, 2011) que provocam a broncoconstri¢do das vias aéreas como
previamente revisado (Chhabra et al., 2007; Holgate e Polosa 2008). Esse processo é
conhecido como rea¢do ou fase imediata e pode durar de 15 a 60 minutos, apds isso
ocorre relaxamento bronquico de forma espontanea ou através do uso de medicacao
(Durham, 1991; DSBPTMA, 2012). Essa reacdo provoca sintomas como tosse,
sibilancia e desconforto no térax (IV DBMA, 2006), esses problemas sdo considerados
apenas indicadores das alteragdes das funcdes do sistema respiratério, que ao longo do
tempo € danificado pelo aumento da inflamacao, processo conhecido como fase cronica

(Holgate & Polosa, 2008).
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A fase cronica da asma € caracterizada pelo aumento da inflamacao alérgica nas
vias aéreas, processo que envolve principalmente linfécitos CD4 perfil T Helper 2
(Th2), predominantemente aumentados em asmaéticos alérgicos (Robinson et al., 1992).
As células perfil do Th2 desempenham a fun¢@o de manter a resposta alérgica cronica
aumentada através da producdo de interleucinas-4 (IL-4), IL-5 e 1L-13 perfil Th2
(Mosmann et al., 1988), as quais estimulam a migracdo dos eosindéfilos, neutréfilos,
macréfagos entre outras células para as vias aéreas como revisto previamente (Holgate,
2008).

A Interleucina-4 (IL-4) é uma citocina extremamente importante para
desenvolvimento da predominancia da resposta imune Th2 (Barnes, 1996; Fallon et al.,
2002; Holgate, 2008) e esta envolvida tanto no aumento da producao de IgE (anticorpo)
(Del prete et al., 1988; Vercelli et al., 1990) quanto na reducdo da resposta imune nao
alérgica Thl (Cohn et al., 2004). Ja IL-5 estimula a produgcdo de quimiocinas nos
leucdcitos, e tem como principal papel promover o aumento da migracao e sobrevida de
eosindfilos nas vias aéreas (Hogan et al, 1997; Foster et al, 2002), células que se
apresentam em grande nimero nas vias aéreas de asmaticos, atuando no aumento da
resposta inflamatodria, danos teciduais (Menzies-Gow et al., 2007; Leckie et al., 2000) e
remodelamento bronquico (Cho et al., 2004).

A longo prazo, esse processo inflamatdrio cronico induzido pela pelas citocinas
Th2 piora o quadro clinico do asmatico, altera sua funcao pulmonar (van Rensen et al.,
2005), aumenta a hiperresponsividade bronquica (Bousquet et al., 2000) e provoca
mudangas estruturais nas vias como aumento do miusculo liso e fibrose entre outras

alteracodes (Broide, 2008; Al-Muhsen et al., 2011).
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1.4 Fatores quimiotaticos

As citocinas Th2 (como IL-4 e IL-5) t€ém sua produ¢do aumentada no asmético
induzindo ao aumento da inflamacao alérgica nas vias aéreas (Robinson et al., 1992;
Holgate, 2008). Também existem outros mediadores como as quimiocinas que sao
proteinas pequenas que se ligam aos receptores do tipo seven transmembrane G-protein
coupled (GPCR) e atuam no estimulo da migracdo leucocitdria para as vias aéreas
(Conroy e Williams, 2001).

Em asmaticos foi verificado também aumento da produg¢do das quimiocinas
como eotaxina € RANTES, que parecerem exercer o papel de ampliacdo a resposta
inflamatéria promovendo o aumento da migracao das células inflamatérias (Ying et al.,
1999; Rojas-Ramos et al., 2003). Em complemento, foi verificado que esses pacientes
ainda apresentam aumento dos niveis de moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1, por
exemplo) (Tang et al., 2002), que estdo envolvidas em varios processos imunolégicos
ligados a inflamacdo das vias aéreas (Panettieri et al., 1995; Tang et al., 2002). No caso
da VCAM-1, essa molécula de adesdo parece ser induzida pela citocina IL-4 e estd
envolvida na migracdo dos eosindfilos (Schleimer et al., 1992), enquanto ICAM-1 faz
parte de uma grande familia imunoglobulinas e estd expressada em células endoteliais,
fibroblastos, células T e B, macréfagos, eosindfilos e células dendriticas, também
contribuindo para a migracdo dessas células para o sitio de inflamacdo (Stanciu e
Djukanovic, 1992; Tang et al., 2002).

As citocinas Th2, quimiocinas e moléculas de adesdo desempenham um
importante papel no aumento da migracao celular, sobrevida das células e na producao
de mediadores inflamatérios celulares contribuindo para aumento da severidade da

doenca e dificultando o controle clinico (Fixman et al., 2007; James et al., 2007), tdo
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como pioram a fun¢do pulmonar e induzem as alteracdes estruturais das vias aéreas,
processo que € denominado remodelamento bronquico (RB) (Broide, 2008; Mauad et

al., 2007).

1.5 Remodelamento bronquico

O remodelamento bronquico (RB) dos asmaticos é decorrente do aumento e da
manutenc¢do da inflamagao, principalmente eosinofilica e neutrofilica como revisto por
Hamid (2012) e pela acdo de varios mediadores produzidos pelos leucdcitos presentes
nas vias aéreas como IL-13, IL-5 (Zhu et al., 1999; Cho et al., 2004), fator de
crescimento e transformacdo-Beta (TGF-f) (Roche et al., 1989; Broide, 2008) e a
citocina Osteopontina (OPN) (Simoes et al., 2009), os quais induzem a alteracdes nas
vias aéreas como espessamento do musculo liso e da parede do epitétio, aumento das
deposi¢des das fibras coldgenas e eldsticas, producdo elevada de muco e espessamento
da membrana basal (Cho et al., 2004; Mauad et al., 2007; Simoes et al., 2009; Girodet
et al., 2011).

O processo inflamatério alérgico cronico induz o musculo liso das vias aéreas
do asmatico a sofrer alteragao como espessamento (Mauad et al., 2007) por hipertrofia
e hiperplasia (Ebina et al., 1993). Esses processos possivelmente sao estimulados pela
acdo da propria divisdo celular das fibras musculares ou pela migracdo de células
mesenquimais que podem diferenciar-se em células musculares (Heard e Hussain,
1973). Essas alteracdoes podem também ser mediadas por fatores de crescimento como
o TGF-B [Tentre outros, produzido por células inflamatérias ou por espécies reativas de
oxigénio (Roth et al., 2004). Adicionalmente foi também mostrado que a OPN parece
desempenhar papel na proliferacdo de células do musculo liso contribuindo para o seu

espessamento (Chaulet et al., 2001; Ogata et al., 2007).
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A fibrose das vias aéreas € caracterizada pelo aumento das deposicdes de matriz
extracelular e parece ocorrer devido a acdo de citocinas inflamatérias como IL-5 ou pelo
TGF-B que estimula a produgdo dessas fibras por miofibroblastos ou fibroblastos
(Roche et al., 1989; Cho et al., 2004; Blobe et al., 2000) ou por outros mecanismos como
desequilibrio na sintese e degradacdo da matriz extracelular (Aradjo et al., 2008) e pela
sintese e degradacao da matriz metaloproteinase (MMPs), que ocorrem principalmente
pela producdo de inibidores fisioldgicos denominados inibidores de matriz
metaloproteinases (TIMPs), classificadas em TIMP-1, 2, 3 e 4 (Baker et al., 2002;
Gueders et al., 2006). Em complemento foi mostrado que a citocina osteopontina (OPN)
aumenta a migracao e a proliferacdo de fibroblastos, bem como estimular a produgio de
coldgeno por essas células (Chaulet et al., 2001; Ogata et al., 2007) e também por
aumentar a producdo da metaloproteinase-9 (MMP-9) (Simdes et al., 2009). Outra
caracteristica no RB € o aumento da producdo de muco epitelial nas vias aéreas,
decorrente da hiperplasia e aumento da atividade das células de goblet, tdo como
aumento do tamanho das glandulas submucosas (Ordonez et al., 2001; James e Wenzel,
2007), que supostamente ocorre pelo estimulo da citocina IL-13 (Nath et al., 2007) e
também pela osteopontina (OPN) (Kohan et al., 2009).

Outros achados t€ém mostrado que o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) também tem um papel critico no RB por desencadear remodelamento vascular,
edema bronquico, aumento da produc¢ao de muco e hiperresponsividade das vias aéreas
(Lee et al., 2005). Quando aumentados, esses reguladores (IL-5, TGF-B, VEGF ¢ OPN)
do RB das vias aéreas prejudicam a funcionalidade das vias aéreas pelas alteragoes
estruturais que dificultam o controle clinico da doenga, por isso devem ser alvo de mais

investigacoes.
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1.6 Reabilitacdo pulmonar para pacientes asmaticos

O processo inflamatorio alérgico cronico do asmatico € atenuado clinicamente
com uso de medicacdo a base de corticosterona (GINA, 2011). Agregado ao tratamento
farmacoldgico tem sido recomendado a esses pacientes a participagdo em programas de
reabilitacdo pulmonar (GINA, 2011; DSBPTMA, 2012) onde os asméticos recebem
cuidados clinicos, orientacdes sobre a doencga e realizam treinamento aerébico (TA) de
forma individualizada, o que contribui para a melhora do controle clinico da doencga e
proporciona mais beneficios como o aumento do condicionamento cardiovascular,
reducdo de crises entre outros como descrito em revisdes sistemadticas recentes
(Chandratilleke et al., 2012; Crosbie, 2012; Eijkemans et al., 2012; Pacheco et al., 2012;
Wanrooij et al., 2013).

Entretanto, até pouco tempo atrds a realizacdo de exercicios fisicos regulares ou
TA por asmaticos era considerada uma imprudéncia por ser um dos principais fatores
responsaveis por desencadear dispnéia e o broncoespasmo induzido pelo exercicio
(BIE) nesses pacientes (Welsh et al., 2005; Disabella & Sherman, 1998).

Contudo, ao longo dos anos, os efeitos do TA nos asmédticos foram estudados de
forma mais rigorosa por vdrios grupos no mundo, mostrando que asmaéticos treinados
aerobicamente aumentaram o condicionamento fisico, reduziram o consumo de
medicacao (Neder et al., 1999; Fanelli et al., 2007) e do BIE (Emtner et al., 1996; Fanelli
et al., 2007). Recentes achados ainda mostraram que o TA melhorou os escores de
qualidade de vida e reduziu os niveis de ansiedade e depressdo (Dogra et al., 2010;
Mendes et al., 2010; Turner et al., 2010). Também foi mostrado que o TA reduziu nesses
pacientes os niveis de 6xido nitrico exalado (Gongalves et al., 2008; Mendes et al., 2011)

e mais recentemente diminuiu a inflamacdo eosinofilica (Mendes et al., 2011),
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marcadores do estresse oxidativo (endothelina-1 e malondialdeido) (Onur et al., 2011;
Gunay et al., 2012) e a responsidade das vias aéreas (Scichilone et al., 2012).

Os achados clinicos citados acima sdo muito relevantes e comprovaram que o
TA ajuda a ampliar o controle clinico da asma, a tolerancia ao esforgo fisico entre outros
beneficios, porém os estudos clinicos ndo explicaram quais sd0 0s mecaniSmos
protetores ou anti-inflamatdrios desencadeados pelo TA. Neste sentido, estudos
experimentais t€ém avaliado o efeito do treinamento aerébico na inflamacdo e no RB em
modelos experimentais de asma (Pastva et al., 2004; Pastva et al., 2005; Vieira et al.,
2007; Silva et al., 2010; Olivo et al., 2012) relatando que o TA reduz a inflamacao
alérgica, via Th2 e o RB por diferentes mecanismos, a exemplo da melhora da resposta
hormonal (Pastva et al., 2005), da reducdo de fatores de transcri¢do nuclear (Pastva et
al., 2004; Lowder et al., 2010; Silva et al., 2010) e aumento da producdo de citocinas

anti-inflamatoérias (Vieira et al., 2007; Silva et al., 2010).

1.7 Mecanismos anti-inflamatérios desencadeados pelo treinamento aerébico na
inflamaciao em modelos de doencas pulmonares no modelo murino de asma

Nos udltimos anos estudos tém avaliado os efeitos anti-inflamatérios do TA em
modelos experimentais de doengas pulmonares. Nesse sentido, tem se observado que o
TA pode desencadear um efeito protetor e diminuir o processo inflamatério pulmonar
pela reducdo da migracdo de leucdcitos e do estresse oxidativo apds exposi¢cao das vias
aéreas ao lipossacaridio (LPS) (Reis Gongalves et al., 2012). Em complemento, outro
estudo verificou que o TA reduz a produgdo de espécies reativas de oxigénio, aumenta
a producdo de enzimas antioxidativas como glutationa peroxidade e aumenta a producao
da citocina anti-inflamatéria IL-10 em um modelo murino de enfisema pulmonar

(Toledo et al., 2012).
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Nos modelos experimentais de asma tem sido observado que o TA desempenha
efeito de redugdo da inflamagdo pulmonar alérgica cronica, da resposta Th2 (Pastva et
al., 2004; Vieira et al., 2007; Lowder et al., 2010; Silva et al., 2010), de mediadores
inflamatérios como eotaxina e proteina KC (Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2012) e
diminiu o RB (Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2007; Silva et al., 2010). Ainda nos
modelos murinos de asma, os estudos apontaram diferentes mecanismos anti-
inflamatorios desencadeados pelo TA. Pastva e colaboradores (2005) consideram o
aumento do receptor do hormonio glicocorticéide por células peribronquicas como o
mecanismo responsavel pela reducdo do fator de transcricio NF-xB, o que
consequemente reduz a transcricao das citocinas Th2, enquanto Vieira et al., (2007) e
Silva et al., (2010) apontaram o aumento da produgdo das citocinas anti-inflamatorias
IL-10 e IL-1ra pelo TA como a principal via de redu¢do da inflamag¢dao pulmonar
alérgica cronica. Adicionalmente, Lowder et al., (2010) mostraram que o TA aumenta
a atividade do fator de transcricdo nuclear FOXP3 e a reducdo da resposta Th2, a esse
achado foi atribuido o mecanismo de reversao da inflamacao alérgica cronica.

Além dos mecanismos propostos por Pastva et al., (2005), Vieira et al., (2007),
Silva et al., (2010) e Lowder et al., (2010), ainda € possivel considerar outro mecanismo
anti-inflamatério, a producdo de IL-10, IL-1ra e IL-6 (miocinas) pelos musculos
esqueléticos durante a realizacdo do TA, que parecem reduzir processos inflamatorios
cronicos em doengas ndo alérgicas (Pedersen, 2007; Pedersen & Febbraio, 2008), porém
esse mecanismo desencadeado pelo TA ainda nao foi investigado em modelo murino de
asma e nos pacientes asmaticos.

Outra importante consideracdo sobre os mecanismos antiiflamatérios
provocados pelo TA nos modelos murinos de asma € o momento em que o treino é

iniciado, que no estudo de Pastva et al., (2005) ndo foi relatado, ou seja, se o exercicio
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aerobico regular foi iniciado antes, durante ou apds a inducao da inflamagdo pulmonar
alérgica cronica (IPAC). No caso do estudo de Vieira et al., (2007) o TA foi realizado
ao mesmo tempo em que os animais eram induzidos a IPAC. Dessa forma, esses estudos
descritos parecem ndo simular nos modelos experimentais o que realmente acontece
com os asmaéticos, que apresentam inflamacdo j4 estabelecida e aumentada. Nesse
sentido, apenas os estudos de Hewitt et al., (2010), Lowder et al., (2010) e Silva et al.,
(2010) avaliaram o papel do TA apds o estabelecimento da inflamacdo, entretanto cada
um mostrou reversdo da inflamagdo alérgica cronica em tempos diferentes de
treinamento aerdbico e por mecanismos também distintos.

Apesar da relevancia dos estudos experimentais descritos anteriomente que
apontaram alguns mecanismos anti-inflamatérios, ainda existem questdes a serem
melhor estudadas como quando os beneficios promovidos pelo TA sdo iniciados nos
modelos de asma experimental, uma vez que ndo existe consenso sobre a quantidade
minima de dias ou semanas necessdrias para desencadeamento dos efeitos anti-
inflamatorios. Ainda € necessdrio elucidar qual € o mecanismo iniciado primeiro e se
algum € predominante. Sendo assim, mais investigacdes sdo necessdrias para melhor
entendimento do papel do TA na reducao da inflamac¢do pulmonar alérgica cronica nos

modelos experimentais de asma.
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2- OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo sao:

A) Avaliar o efeito do treinamento aerébico ao longo do tempo visando

identificar quais os mecanismos anti-inflamatérios sao desencadeados.

B) Verificar em que momento € iniciada a reversdo da resposta imune
Th2, a producdo dos mediadores inflamatdrios, o remodelamento bronquico e

qual mecanismo anti-inflamatério é predominante.



3- METO00S
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3. METODOS

3.1- Local da execucio da pesquisa

O estudo foi realizado no Laboratério de Terapéutica Experimental (LIM-20) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdao Paulo (FMUSP), com aprovagdo da
comissdo de ética para andlise de projetos de pesquisa da FMUSP recebendo o protocolo

namero 0656/08.

3.2- Animais

Foram utilizados 160 camundongos da linhagem BALB/c, machos, adultos
jovens (entre 6 e 8 semanas de idade), peso 20+3 gramas, provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram
mantidos no biotério do Laboratério de Terapéutica LIM-20 com a temperatura
controlada (22-25°C), luminosidade (ciclo 12h claro/12h escuro), 70% de umidade e

alimentados com racdo ad libitum (Purina, Brasil).

3.3- Delineamento do estudo

Os animais inicialmente foram divididos em 4 grupos (n=8 cada): Controle (CT),
ndo induzidos a inflamagdo pulmonar alérgica cronica (IPAC) pela exposicdo a
ovoalbumina (OVA) e nao treinados); Treinamento Aerdbico (TA), ndo induzidos a
IPAC e treinados); Ovoalbumina (OVA), induzidos a IPAC e nio treinados; OVA+TA,
induzidos a IPAC e treinados. Em seguida, para avaliar o efeito do TA ao longo do
tempo foram formados subgrupos (CT, TA OVA e OVA+TA 1, 3, 7, 15 e 30,

respectivamente), ou seja, repetidos 5 vezes para investigacao do efeito do treinamento
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aerobico realizado por 1, 3, 7, 15 e 30 dias apds o estabelecimento da inflamacao

pulmonar alérgica cronica (IPAC).

Figura 1- Protocolo de inducao da IPAC OVA 1-3% e treinamento aerébico

|1 | | |
I Aerosol OVA1% I AerosoIOVAZ%”AerosoI 0VA3%I

9 Sessdes 3 Sessdes 3 Sessoes
30 min/3 x Sem 30 min /3 x Sem 30 min/3 x Sem
Dias 0 14 21 28 42 54
| 1 1 1 1 N |
I | | | | 1
0 0 a 0

Dias 212223 25 28 29 3031 36 37 46 47 53 54

Ll 1
151. 301.
TF |

TF* T

Legenda: Min = Minutos; Sem = Semana; Freq = Frequéncia; Intens = Intensidade;
OVA= Ovoalbumina; TA = Treinamento Aerdbico; TF = Teste Fisico; TF* =
Representa o teste fisico repetido ap6s 15 e 30 dias de TA; Os simbolos [
representam as inje¢des intraperitoniais (i.p.s) aplicadas nos dias 0, 14, 28 e 42; Os
simbolos O, A e T representam a adaptacdo fisica na esteira, o periodo de dias de

treinamento aerdbico e a eutandsia que ocorreu 24 horas apds 1, 3, 7, 15 e 30 dias de
TA, respectivamente.

3.4- Protocolo de inducao da inflamacao pulmonar alérgica cronica

Os grupos OVA inicialmente foram sensibilizados com inje¢des intraperitonais
(i.p.) com 0,2 mL a base de OVA+hidrox de aluminio+Salina (0,9%) (propor¢do de
50ug /camundongo, aplicadas nos dias 0, 14, 28 e 42). A partir do dia 21, os
camundongos foram submetidos as sessdes de aerosol a base de OVA+Salina com
aumento gradual das concentracdes de OVA para indu¢do da IPAC com uso de um

nebulizador Soniclear (Ultrasonic, Brasil). As exposi¢des ao aerosol de Ovalbumina
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(OVA) foram feitas com OVA a 1% entre o 21° ao 39° dia, OVA a 2% entre o 42° ao
46° dia, OVA 3% entre o0 49° ao 53° dia (Figura 1). Os aumentos da concentracio de

OVA foram realizados para evitar tolerancia ao alérgeno.

3.5- Teste fisico e treinamento aerébico
3.5.1- Periodo de adaptacao

Na semana precedente ao inicio do TA, os animais foram submetidos a 3 dias de
adaptagdo na esteira ergométrica Inbraspost (Inbramed, Brasil) (dias 21, 22 e 23), onde
caminharam durante 15 minutos com velocidade de 0,2 Km/h e inclinagdo de 25% (Silva

et al., 2010).

3.5.2- Teste fisico

No 25° dia, todos os animais foram submetidos a um teste fisico de esforco
maximo, iniciando a corrida na esteira com inclinacdo de 25%, por um periodo de
aquecimento fisico de 2 minutos e 30 segundos com velocidade de 0,2 Km/h e
aumentada em 0,1 Km/h a cada 2 minutos e 30 segundos até atingirem a exaustdo, nesse
momento foram registrados o tempo e a velocidade (Km/h) atingida, a intensidade de
esforco do programa de TA foi determinada com 50% da velocidade méaxima atingida
em Km/h obtida no teste fisico inicial (média dos grupos) (Silva et al., 2010). O mesmo

teste fisico foi repetido ao final do TA apenas para os grupos 15 e 30 dias.

3.5.3. Treinamento aerobico
Ap6s os grupos OVA+TA serem expostos a 3 sessdes de aerosol foi iniciado no
dia 28 o programa de treinamento aerébico junto com os grupos TA (animais ndo

induzidos a IPAC), com corrida em esteira ergométrica adaptada para camundongos,
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frequéncia de 5 x semana, 60 minutos dura¢io, com inclinacao de 25% e intensidade de
50% (Km/h) da maxima capacidade de exercicio alcancada no teste de esforco maximo

(Silva et al., 2010).

3.6- Anestesia e coleta de sangue

ApO6s 24 horas da ultima sess@o de TA para os grupos 1, 3, 7, 15 e 30 dias, os
animais foram anestesiados com tiopental sddico (50 mg/Kg; i.p.) (Cristalia, Brasil),
traqueostomizados com uso de um tubo de polietileno, em seguida foram submetidos a
assepsia e a tricotomia na regido abdominal com iodo Polvidona (Polvidini, Brasil) para
realizacdo da incisdo, entdo foram coletados 1 mL de sangue pela veia cava inferior com
de uma seringa previamente preparada com 0,03 mL de heparina sédica (Hipolabor, Sao
Paulo, Brasil). Apds a coleta de sangue, ainda anestesiados, os animais foram
eutanizados por ex-sanguinacido. Em seguida as amostras de sangue foram centrifugadas
a 5°C, durante 15 minutos, a 1000 rpm, o plasma foi coletado, colocado em tubos

plasticos com 50 pl e armazenados a -80°C para futuras analises.

3.7- Coleta do lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado para contagem celular total e
diferencial. Apds a traqueostomia foi injetado 1,5 mL solugdo salina (3 x 0,5 mL),
seguido de uma leve massagem nos pulmdes e recuperados 1,0 mL do volume injetado.
O material foi centrifugado durante 15 minutos, 1000 rpm, 5° C. O sobrenadante foi
coletado armazenado a -80°C para futuras andlises de mediadores. O “pellet” de células
foi ressuspendido em 30 pl de salina e a contagem do nimero total celular foi realizada
com uso de uma camara de Neubauer. As laminas para contagem diferencial foram

preparadas com o equivalente a 300 mil células por 1aminas. O preparo ocorreu com uso
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de uma citocentrifuga Cytospin3Shadon (Thermo Shandon, Pittsburgh, EUA) a uma
rotagdo de 450 rpm durante 5 minutos. O botdo celular foi fixado em dlcool 70% e
corado com Diff Quick (Medion Diagnosis, Diidingen, Sui¢a). Foram contadas 300

células/ 1amina (Saraiva-Romanholo et al., 2003; Vieira et al., 2012).

3.8- Coleta dos pulmdes e dos miisculos quadriceps

A caixa tordcica foi aberta e os pulmoes retirados, em seguida o pulmao direito
foi retirado e pré-fixado com 0,30 mL de formol 4% e imerso em formol 4% por 24
horas. Apds esse periodo, o pulméo foi submetido a rotina histolégica com parafina
(Azar & Espinoza, 1986). Os cortes de espessura 5 um de espessura foram corados com
Hematoxilina e Eosina (H/E) para andlise da espessura da musculo liso das vias aéreas
e do espessamento do epitélio, Picrossirius para andlise do contetido de fibras coldgenas
na parede das vias aéreas, Resorcina-Fucsina com oxidag¢ao para andlise do conteddo de
fibras eldsticas na parede das vias aéreas, e Periodic Acid-Schiff-Alcian Blue (PAS-AB)
para andlise da producdo do muco epitelial. Com o tecido pulmonar ainda foram feitas
laminas de pulmao silanizadas em branco para futuras anélises com imunohistoquimica
(Azar & Espinoza, 1986). Apds a coleta dos pulmdes foram também retirados os
musculos quadriceps, em seguida foram armazenados em formol por 24 horas, apds os
tecidos foram submetidos a rotina histolégica e de imunohistoquimica para futuras

analises da miocinas.

3.9— Imunohistoquimica
As laminas do tecido pulmonar produzidas pelos setores técnicos de histologia e
imunohistoquimica (Departamento de Patologia e LIM-20, FMUSP) receberam

aplicacdes de silane (Sigma-Aldrich, Inc.) e foram prepararam através das técnicas
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classicas de imunohistoquimica (Azar & Espinoza, 1986) para a marcagcdo dos
mediadores com os seguintes anticorpos: interleucina (IL)-4, IL-5, IL-10, IL-1ra,
osteopontina (OPN); quimiocinas: eotaxina e RANTES; moléculas de adesdo: ICAM-1
e VCAM-1; fator de transcri¢do nuclear-kappa B (NF-xB) e FOXP3; VEGF; TGF-3 e
Receptor de Glicocorticéide (RG). Todos os anticorpos usados foram da marca Santa
Cruz (Vieira et al., 2011; Reis Gongalves et al., 2012; Silva et al., 2012).

As producdes de IL-10, IL-1ra e IL-6 no tecido muscular esquelético
(quadriceps) foram marcadas também pela técnica de imunohistoquimica conforme
descrito acima, as quantificacdes das aéreas positivas foram feitas por técnica de andlise

de imagem como descrito no item 3.12.

3.10- Analise morfométrica

As laminas preparadas com a técnica de imunohistoquimica foram analisadas
com o uso de técnica morfométrica através de um reticulo de Weibel conectado a uma
ocular do microscépio Olympus Bx40F4 (Olympys Optical CO.LTD, Tdékio, Japao). A
contagem foi feita usando um reticulo ocular de Weibel com 50 linhas e 100 pontos
(aumento de 1,000x com 4rea conhecida de 10,000 um?) (Weibel, 1990). Cada marcador
imune foi avaliado através da contagem celular, sendo determinada com o nimero de
células positivas para cada mediador destacado, dividida pela area do tecido e as
mensuracdes foram expressas como células/um?.  Os resultados foram entdo
transformados para células/mm? por ajuste de unidade (Weibel, 1990). A quantificacio
do RG no miusculo liso das vias aéreas foi realizada pelos pontos do reticulo que
coincidiram em cima das marcagdes positivas, valores corrigidos pelo comprimento da

membrana basal.
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3.11- Quantificacao dos titulos especificos IgE e IgG1 para OVA

As amostras de plasma sanguineo foram utilizadas para avaliacdo dos titulos de
imunoglobulina (Ig)E e IgG; através da técnica de anafilaxia cutinea passiva como
descrito por Mota e Perini (1970). Para determinag@o dos titulos de IgE, o plasma
sanguineo foi diluido nas proporc¢des de 1:10, 1:20, 1:40; 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640
injetados no subcutineo do dorso de ratos Wistar previamente depilados. Apds 24 horas,
os animais receberam uma injecao intravenosa contendo a base de 1 mg de OVA e 10
mg de azul de Evans homogeneizados em 1 mL de NaCL (0,9%). Ap6s 60 minutos, 0s
animais foram anestesiados e expostos a eutandsia, a pele do dorso foi removida e foi
avaliada a reacdo anafildtica local pela quantificacdo do diametro da reacao no tecido
subcutaneo.

As quantificacdes dos titulos de IgG; ocorreram de forma semelhante a de IgE,
entretanto a reacdo cutanea foi realizada com uso de camundongos BALB/c. O plasma
foi diluido nas propor¢des de 1:10, 1:20, 1:40; 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640 e injetados no
tecido subcutianeo do dorso dos animais. Apds 24 horas de repouso para ocorrer a reacao
passiva, os animais receberam injecdes intravenosas a base de 1 mg de OVA el0 mg de
azul de Evans homogeneizados em 1 mL de NaCL (salina) (0,9%) . Ap6s 60 minutos
da aplicacdo, os animais foram anestesiados e expostos a eutandsia, a pele do dorso foi
tricotomizada para visualizacdo e foi avaliada a reacdo ocorrida no local da injecdo

inicial no tecido subcutineo.

3.12- Quantificacao do remodelamento bronquico por analise de imagem
O remodelamento bronquico (RB) foi quantificado pela técnica de anédlise de
imagem. Todas as laminas marcadas com H/E, Picrossirus, Resorcina-fucsina e PAS-

AB usados para marcagao do espessamento do musculo liso e epitélio das vias aéreas,
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fibras de coldgeno, para eldstica e para muco, respectivamente, foram focalizadas com
aumento de 400x em um microscépio Eclipse E-200 (Nikon, Japao) e entdo fotografadas
por uma camera digital (Photometrics, Japdo) acoplada a microscépio, ambos
conectados em um microcomputador OptiPlex 390 (Dell, Brasil) onde as imagens
foram captadas pelo e software Infinity Capture (Lumenera Corporation, ON, Canada).

Para cada lamina e seu respectivo marcador foram fotografadas 5 vias aéreas,
ap6s cada foto foi analisada pelo software Image Proplus 4.5 (Media Cybernetics,
Silver Spring, EUA). O espessamento do musculo liso foi mensurado da parte mais
interna até a parte mais externa, a drea do epitélio foi quantificada através da
quantificacdo da parede epitelial (cédlculo das dreas). As deposi¢des das fibras de
coldgeno e elastica foram avaliadas na area compreendida entre a membrana basal
epitelial até a adventicia da via aérea de acordo com sua coloracdo especifica captada
pelo programa Image ProPlus, enquanto a coloragdo especifica positiva para muco foi
quantificada pela drea marcada no epitélio captada pelo software. As areas positivas
encontradas foram mostradas em percentual da média das 5 fotos analisadas de cada

marcador em relagdo a drea total das vias dreas (Silva et al., 2010).

3.13- Analise estatistica

A estatistica foi realizada com uso do programa Sigma Stat 3.5 (Systat Software,
San Jose, CA, EUA), os graficos foram criados no software Graphpad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., CA, EUA). Os dados paramétricos foram analisados como
teste Two-way (ANOVA) seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os dados foram
apresentados com intervalo de confianca (IC 95%), nivel de significancia adotado foi
5%. Com objetivo de melhor entendimento dos resultados, os grupos Controle (CT) 1,

3,7, 15 e 30 e os grupos Treinamento Aerdbico (TA) 1, 3, 7, 15 e 30 foram agrupados
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formando apenas um grupo CT e um TA apresentados por apenas 1 Box plot cada. As
andlises estatisticas do teste Two-way fizeram comparacdo entre pares: grupos CT
comparado TA; OVA comparado com CT; OVA comparado com OVA+TA; OVA+TA
comparado com TA. Os testes estatisticos foram realizados apenas intra grupos € nao

inter subgrupos.
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4. RESULTADOS
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Figura 2- IgE: Titulos especificos para ovalbumina (OVA) quantificados pela técnica
de anafilaxia cutanea passiva. Os valores nos graficos estdo apresentados com mediana
e 95% do intervalo de confianca. Descri¢ao dos grupos: CT = Controle, animais nao
induzidos a inflamacdo pulmonar alérgica cronica (IPAC) e ndo treinados
aerobicamente; TA = animais ndo induzidos a IPAC e treinados aerobicamente; OVA =
animais induzidos a IPAC e ndo treinados aerobicamente; OVA+TA = animais
induzidos a IPAC e treinados aerobicamente. Foram feitos grupos CT e TA para cada
periodo (1, 3, 7, 15 e 30), mas no gréafico foi apresentado somente um boxplot com
todos os dados agrupados para cada um desses grupos. O simbolo * representa p<0,05
quando comparados com os grupos CT e TA; O simbolo # representa p<0,05 quando
comparado com o grupo OVA 30.

Nao foi identificada producgdo de IgE nos grupos CT e TA (p>0.05). A indugdo
a [PAC aumentou os niveis de IgE nos grupos OVA (7, 15 e 30) e OVA+TA (1 até 30)
quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05) (Figura 2). O TA apenas reduziu
a producdo de IgE apds 30 dias (p<0,05) (Figura 2).

Na Figura 3 os resultados mostraram que nao foi quantificado producao de IgG
nos grupos CT e TA (p>0.05). Todos os grupos OVA apresentaram aumento de 1gG;
quando comparados com grupos CT e TA (p<0,05). Similarmente ao que ocorreu com

o IgE, o TA também reduziu a producgado de IgG; apds 30 dias (p<0,05).
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Figura 3- IgG. Titulos especificos para OVA quantificados por anafilaxia cutianea
passiva. Descricao detalhada da apresentagdo dos dados e dos grupos na figura 2. *
p<0,05 quando comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparado com
OVA 30.

As células totais do lavado broncoalveolar (LBA) foram aumentadas nos grupos
OVA e OVA+TA (7, 15 e 30 dias) quando comparados com os grupos CT e TA
(p<0,05). O TA apenas reduziu as células totais a partir do 7° dia, beneficios que foram
mantidos nos grupos OVA+TA seguintes (p<0,05) (Figura 4).

Os eosindfilos no LBA foram aumentados nos grupos OVA e OVA+TA (1, 3,7
e 15) quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). Verifica-se ainda que h4
um pico no grupo OVA 7, porém o grupo OVA 30 apresenta aumento, mas sem
diferenca significante. O TA reduziu os eosindfilos a partir do 7° dia (p>0,05), reducao
que foi consecutivamente mantida nos grupos seguintes induzidos a IPAC e treinados
aerobicamente (p<0,05) (Figura 5). Os neutréfilos no LBA foram aumentados apenas
nos grupos OVA e OVA+TA 15 e 30 dias quando comparados com os grupos CT e TA
(p<0,05). O TA reduziu a contagem de neutréfilos apds 30 dias (p<0,05) (Figura 6). A

contagem dos macréfagos foi aumentada nos grupos OVA 7, 15 e 30 e OVA+TA 1
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quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). O TA reduziu os macréfagos s6

a partir do 15° (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 4- Contagem das células totais de lavado broncoalveolar (LBA). Descricdo
detalhada da apresentagdao dos dados e dos grupos na figura 2. *p<0,05 quando

comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os grupos
OVA.
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Figura 5 — Contagem de eosinéfilos no LBA. *p<0,05 quando comparados com os
grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 6- Contagem de neutréfilos no LBA. * p<0,05 quando comparados com os
grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparado com o grupo OV A 30.
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Figura 7- Contagem de macréfagos no LBA. *p<0,05 quando comparados com os
grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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A quantificacdo do remodelamento bronquico mostrou que todos os grupos
induzidos a IPAC tiveram espessamento do musculo liso e epitélio, aumento das
producdes das fibras de coldgeno, eldstica e producdo do muco epitelial quando
comparados com os grupos CT e TA (p<0,05) (Figuras 8-12). O TA reverteu o
espessamento do musculo liso, do epitélio e ainda diminuiu a produg@o de coldgeno a
partir do 7° dia, beneficios mantidos também nos grupos seguintes induzidos a IPAC e
ao TA (p<0,05). Curiosamente, a reversao das deposi¢des das fibras eldsticas e producao

muco epitelial ocorreram s6 a partir do 15° dia de TA (p<0,05) (Figuras 11 e 12).
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Figura 8- Musculo liso. Percentual de area positiva das vias aéreas. * p<0,05 quando

comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os grupos
OVA.
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Figura 9- Espessamento do epitélio. Percentual de area total. * p<0,05 quando

comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os grupos
OVA.
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Figura 10- Fibras de coldgeno. Percentual de drea positiva das vias aéreas. *p<0,05

quando comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os
grupos OVA.
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Figura 11- Fibras elésticas. Percentual de drea positiva das vias aéreas. *p<0,05 quando
comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os grupos

OVA.
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Figura 12- Muco Epitelial. Percentual de Area positiva das vias aéreas. *p<0,05
quando comparados com os grupos CT e TA. # p<0,05 quando comparados com os

grupos OVA.
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Figura 13- Fotografias do miusculo liso e das fibras de coldgeno. Fotos A-L
representando o espessamento do musculo liso. Fotos M-W representando as deposi¢oes
das fibras de coldgeno das vias aéreas (400x; Escala 25um). A e M = Grupo Controle;
G e S = Grupo TA; B-F e N-R = Grupos OVA1-30; H-L e I-W Grupos OVA+TA 1-30,
respectivamente.
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Figura 14- Fotografias das fibras eldsticas e do muco. Fotos A-L representando as
deposi¢cdes das fibras eldsticas. Fotos M-W representando producdo de muco pelo
epitélio das vias aéreas (400x; Escala 25um). A e M = Grupo Controle; G e S = Grupo
TA; B-F e N-R = Grupos OVA1-30; H-L e I-W Grupos OVA+TA 1-30,
respectivamente.
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As figuras 15 e 16 mostraram que todos os grupos induzidos a IPAC tiveram
aumento de IL-4 e IL-5 quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). O TA
reduziu as producdes de IL-4 e de IL-5 a partir do 7° dia, diminui¢@o mantida nos grupos
seguintes induzidos a IPAC e treinados aerobicamente (p<0,05).

Os resultados do presente estudos também mostraram que as quimiocinas
eotaxina e RANTES (Figuras 17 e 18), bem como moléculas de adesao ICAM-1 e
VCAM-1 foram aumentados em todos os grupos OVA quando comparados com os
grupos CT e TA (p<0,05) (Figuras 19 e 20). Interessantemente, o TA diminuiu as
producdes de eotaxina, RANTES, ICAM-1 e VCAM-1 a partir do 7° dia, as reducdes

foram mantidas também nos grupos seguintes (p<0,05).
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Figura 15- IL-4: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 16- IL-5: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, drea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.

~ *

£ -

= 6000 ,

+

w

< 40004

= *

o

(& ]

2000

©

o %= é

>

: i

; 0 ] ] 1 L} ) ] L) 1 L L) 1 L)

w CT TA 1 3 7 15 30 1 3 7 15 30
Dias Dias
OVA OVA+TA

Figura 17- Eotaxina: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 18- RANTES: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 19- ICAM-1: Células peribronquicas positivas para moléculas de adesdo
avaliadas com técnica de morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05
quando comparados com os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os
grupos OVA.



35

Restultados

~ *

£ 10000-

£

+ i

. 7500

©

2 5000- #

)

o

~  2500-

=

<

0 L] L] ] ] L] L) L) || ] L] L] L]

> CT TA 1 3 7 15 30 1 3 7 15 30
Dias Dias
OVA OVA+TA

Figura 20- VCAM-1: Células peribronquicas positivas para moléculas de adesao
avaliadas com técnica de morfometria (aumento 1000x, drea de 10,000 mm?). * p<0,05
quando comparados com os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com o0s
grupos OVA.

A producdo do TGF-f foi aumentada em todos os grupos OVA quando
comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). O TA reduziu a produg¢ao do TGF-3 a
partir do 3° dia, redu¢@o mantida nos grupos seguintes (p<0,05) (Figura 21).

A Figura 22 mostra que a producdo do VEGF foi aumentada em os grupos
induzidos a IPAC quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). O TA reduziu
a producdo do VEGF a partir do 7° dia (p<0,05), redu¢do mantida nos grupos seguintes.

A produgio da citocina Osteopontina (OPN) foi aumentada em todos os grupos
OVA quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). O TA apenas reduziu a

producdo a OPN apés 15 dias (p<0,05) (Figura 23).
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Figura 21- TGF-B: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 22- VEGF: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 23- Osteopontina (OPN): Células peribronquicas positivas avaliadas com
técnica de morfometria (aumento 1000x, drea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando
comparados com os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos
OVA.
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Figura 24- IL-10: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, drea de 10,000 mm?). # p<0,05 quando comparados com
os grupos OVA.
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Os resultados do presente estudo mostraram que os grupos CT, TA e OVA
tiveram producdes de IL-10 e IL-1ra ndo significantes. Apesar disso, o TA aumentou a
producdo de IL-10 e IL-1ra no grupo OVA+TA a partir do 7° dia (p<0,05), aumentos

mantidos nos grupos OVA+TA seguintes (Figuras 24 e 25).

~ 90001

£

£

6000

©

=

o

o 30004 .

© = é @ i E

i e

— L] L] L] ) ] L] L] L] ) ] L] L]

CT TA 1 3 7 15 30 1 3 7 15 30

Dias Dias
OVA OVA+TA

Figura 25- IL-l1ra: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). # p<0,05 quando comparados com
os grupos OVA.

Os nossos achados também mostraram que todos os grupos CT, TA e OVA
tiveram menor producdo do RG nas células peribronquicas. Porém, o TA aumentou o
RG desde o 1° dia, aumento mantido para os grupos OVA+TA seguintes (p<0,05)
(Figura 26). No presente estudo foi ainda quantificado o receptor do horménio
glicocorticéide endégeno (RG) no miusculo liso (ML) das vias aéreas. Os achados
mostraram que os grupos OVA (ndo treinados aerobicamente) apresentaram redugdo do
RG quando comparados com os grupos CT (p<0,05). O TA foi eficiente no aumento
do RG no ML a partir do 3° dia, mudan¢a mantida nos grupos seguintes induzidos a

IPAC e treinados aerobicamente (p<0,05) (Figura 27).
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Figura 26- Receptor de glicocorticéide (RG) - Células peribronquicas: avaliadas com
técnica de morfometria (aumento 1000x, drea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando
comparados com os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos
OVA.
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Figura 27- Receptor de glicocorticéide (RG) no misculo liso (ML): Area positiva do
ML das vias aéreas para RG avaliadas com técnica de morfometria (aumento 1000x,
4rea de 10,000 mm?), corrigida pelo comprimento da membrana basal (MB) da via aérea
(4rea positiva de musculo/drea da membrana basal. * p<0,05 quando comparados com
os grupos CT e TA; # p<0,05 quando comparados com os grupos OVA.
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Figura 28 — Fotografias da marcacdo positiva do receptor de glicocorticéide (RG) no
musculo liso das vias aéreas (400x; Escala 25um). Fotos: A = Grupo Controle; G =
Grupo TA; Fotos B-F = Grupos OVA1-30; Fotos H-L = Grupos OVA+TA 1-30,
respectivamente.

A Figura 29 mostra que todos os grupos induzidos a IPAC tiveram aumento do
NF-xB quando comparados com os grupos CT e TA (p<0,05). O TA reduziu o NF-xB
a partir do 7° dias, mudan¢a mantida nos grupos OVA+TA seguintes (p<0,05). Os
achados do presente estudo ainda mostraram que o FOXP3 foi aumentado nos grupos
OVA 1,3,7e 15 e OVA+TA 3, 7 e 15 quando comparados com os grupos CT e TA
(p<0,05). Interessantemente, os grupos OVA 30 e OVA+TA 30 ndo tiveram aumento

do FOXP3 (P>0,05) (Figura 30).

4.1 Miocinas IL-10, IL-1ra e IL-6
Nao foi verificado produg¢do das miocinas IL-10, IL-1ra e IL-6 no tecido
muscular esquelético quadriceps (p>0.05). Dados ndo mostrados devido a nenhuma

marcagio positiva.
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Figura 29- NF-xB: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com

os grupos CT e TA; # p<0,05 quando

comparados com os grupos OVA.
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Figura 30- FOXP3: Células peribronquicas positivas avaliadas com técnica de
morfometria (aumento 1000x, 4rea de 10,000 mm?). * p<0,05 quando comparados com

os grupos CT e TA.
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5- DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o treinamento aerébico (TA) aumentou a
producdo do receptor de glicocorticéide (RG) entre o 1° e 3° dia, seguido pelo aumento
da produgdo das citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e IL-1ra), da reducdo do NF-xB e
das citocinas Th2, seguidos pelas diminui¢des dos fatores quimiotdticos (eotaxina,
RANTES, ICAM-1, VCAM-1) e da migracao celular nas vias aéreas a partir do 7° dia
de TA. A reducdo do remodelamento bronquico (RB) foi iniciada a partir de 7 dias,
assim como o VEGF, a reversao total do RB ocorreu apés 15 dias do inicio do TA, ao
mesmo tempo em que ocorreu a diminuicdo da produgdo da osteopontina (OPN). Os
niveis de IgE e IgG; foram reduzidos sé ao final dos 30 dias do inicio do TA. Os
resultados indicam que os beneficios do TA parecem ser iniciados a partir do 3° dia com
o aumento do RG no musculo liso das vias aéreas, seguido pelo aumento de IL-10 e IL-
Ira e daredugdo do NF-xB ap6s o 7° dia, quando o RB também comecgou a ser revertido.

Até pouco tempo atrds estudos indicavam que os pacientes asmaticos treinados
aerobicamente tinham apenas aumento do condicionamento aerébico e reducdo de
sintomas e crises (Ram et al., 2009). Porém, recentemente estudos clinicos mostraram
mais beneficios proporcionados pelo TA como: a melhora a qualidade de vida (Fanelli
et al., 2007; Gongalves et al., 2008; Mendes et al., 2010; Turner et al., 2010; Dogra et
al., 2011), reducao do uso da medicacdo (Neder et al., 1999; Fanelli et al., 2007),
reduc¢do dos niveis de 6xido nitrico exalado (Gongalves et al., 2008; Mendes et al., 2011;
Gunay et al., 2012) e da inflamacao eosinofilica (Mendes et al., 2011).

Apesar da relevancia desses achados, os estudos clinicos ndo mostraram os
mecanismos anti-inflamatérios desencadeados pelo TA e responsdveis pelos beneficios
adquiridos nesses pacientes. Alguns estudos apenas consideram algumas hipéteses

como: a melhora do limiar ventilatério (Clark e Cochraine, 1990); adaptacdo do sistema
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imune provocando aumento da resposta Th1l e redu¢do da resposta imune Th2 (Lakier,
2003); aumento da produgcdo de miocinas pela musculatura estriada esquelética
(Pedersen e Febbraio, 2008). Teorias que ainda ndo foram comprovadas por nenhum
estudo clinico que investigou os efeitos do TA nos asmaéticos.

Apesar disso, os estudos experimentais avancaram no entendimento dos
mecanismos protetores provocados pelo TA em modelo murino de asma, os quais
mostraram a reducdo da resposta imune Th2 por diferentes efeitos anti-inflamatorios
como: a via hormonal (Pastva et al., 2005); aumento da producdo das citocinas anti-
inflamatorias IL-10 e IL-1ra (Vieira et al., 2007; Silva et al., 2010); pela regulacdo de
fatores de transcricdo como NF-kB (Pastva et al., 2004; Pastva et al., 2005; Vieira et al.,
2008; Silva et al., 2010); aumento do fator de transcricdo FOXP3 (Lowder et al., 2010).

Baseado nessas evidéncias, o presente estudo visou investigar se essas vias anti-
inflamatérias sdo desencadeadas pelo TA apds o estabelecimento da inflamacao
pulmonar alérgica cronica (IPAC), pois apenas dois estudos mostraram a reversiao da
inflamacao cronica e identificaram mecanismos anti-inflamatérios desencadeados pelo
TA (Lowder et al., 2010; Silva et al., 2010). Em complemento, o presente estudo ainda
objetivou identificar em qual momento ao longo do tempo o TA reduz os efeitos da
IPAC (ou asma experimental) e do remodelamento bronquico (RB).

De acordo com as possiveis hipdteses sobre o impacto do TA nos pacientes
asmaticos e tendo em vista as evidéncias mostradas nos estudos experimentais de asma
murina, € possivel considerar que o efeito anti-inflamatério do TA ocorra pelos
seguintes mecanismos: a) receptor de glicocorticéide (RG); b) producdo das citocinas
anti-inflamatérias IL-10 e IL-1ra; ¢) produ¢do de miocinas IL-10, IL-1ra e IL-6
(citocinas produzidas pela musculatura estriada esquelética); d) producao dos fatores de

transcri¢gdo NF-kB e FOXP3.



45
Discussdo

Inicialmente o presente estudo investigou os efeitos do TA no RG por exercer
potente efeito anti-inflamatério (Barnes, 1998), e os nossos resultados mostraram que
todos os grupos OVA (ndo treinados) tiveram reducdo do RG nas células, o que foi
revertido pelo TA desde o 1° dia. Anteriormente, apenas Pastva et al., (2005) mostraram
que o RG seria um dos possiveis mecanismos anti-inflamatérios desencadeados pelo
TA, através da reducdo da resposta Th2 e do NF-kB, beneficios atribuidos ao aumento
da produ¢ao do RG nos leucdcitos. Porém no nosso modelo, nao observamos reducao
da migragdo celular e da resposta Th2 até 3 dias de TA, o que apenas ocorreu apds 7
dias, sugerindo que os efeitos anti-inflamatérios ocorreram com periodos maiores de
TA e por outro mecanismo distinto da producao do RG nos leucdcitos.

Curiosamente, quando o RG foi quantificado no musculo liso (ML) das vias
aéreas, foi demonstrado que grupos OVA tiveram também redu¢do do RG, o que foi
revertido pelo TA partir do 3° dia e mantido nos grupos seguintes que realizaram TA e
mostraram redu¢ao da inflamacao celular e resposta Th2 a partir do 7° dia. Similarmente,
um estudo clinico verificou que asméticos graves t€ém reducao do RG no ML das vias
aéreas, dificultando o controle clinico da doenca com uso de corticosteroide (Chang et
al., 2012). Baseados nos achados do presente estudo e nos de Chang et al., (2012), e
uma vez que o ML € uma estrutura ativa que contribui para o processo fisiopatologdgico
da asma pela produgao de mediadores inflamatoérios (Chung, 2000; Howarth, 2004), é
possivel considerar que o aumento do RG no ML tenha afetado o NF-kB, alterando todo
seu ciclo de acdo pela interacdo com as enzimas que promovem a transcricdo dos
mediadores inflamatérios (citocinas Th2, por exemplo), e inibindo a produ¢do de uma
ampla gama de genes inflamatdérios como revisto anteriormente (Ray et al., 1994;

Adcock et al., 1995; Baldwin, 1996; Barnes et al., 1998; Christman et al., 2000).
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Dessa forma, € possivel considerar que o aumento do RG no ML tenha
provocado impacto na reducdo da IPAC pela potencializacio do glicocorticéide
enddgeno circulante e da medicacdo a base de corticosteroide, o que também poderia
explicar os achados de Fanelli et al., (2007), que demonstraram o efeito do TA na
melhora do condicionamento fisico, na diminui¢do do BIE e na reducdo do uso de
corticosterona em pacientes asmadticos, beneficios que podem ter relacio com a
potencializacdo da medicacdo pelo aumento do RG no ML das vias aéreas.

A hipétese de aumento da RG pelo TA tem uma importante relevancia clinica,
pois normalmente os asmdticos sdo tratados com altas doses de corticosterona, que a
longo prazo provoca problemas de satide devido aos efeitos colaterais como: perda de
massa 6ssea (osteoporose), inibicdo do eixo hipotdlamo-hipé6fise-adrenal e supressdao do
crescimento, candidiase oral, disfonia, hipertensao arterial, diabetes, catarata, supressao
adrenal, obesidade, fraqueza muscular, adelgacamento cutineo e tosse crOnica por
irritacdo das vias aéreas superiores entre outros problemas (DSBPTMA, 2012). Isso
mostra a relevancia de considerar que essa populacdo possa apresentar algum tipo de
deficiéncia no RG, tornando mais dificil a eficiéncia da medicacdo a base de
corticosterona, problema que pode ser atenuado pelo TA, o qual vai ajudar tanto na
reducdo do consumo como na eficiéncia do medicamento.

Apesar dos achados e do mecanismo descrito anteriormente, ndo € possivel
desconsiderar outros mecanismos anti-inflamatérios desencadeados pelo TA. Nesse
sentido, também investigamos a producdo de IL-10 e IL-1ra. Nossos resultados
mostraram aumento da producdo dessas citocinas nas células peribronquicas apds 7 dias
de TA, ao mesmo tempo em que foram observadas redugdes da migracao celular e da
resposta Th2 (citocinas IL-4 e IL-5). Anteriormente, estudos sugeriram que o TA

aumenta tanto a produgdo de IL-10 como de IL-1ra (Petersen e Pedersen, 2005), o que
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pode reduzir processos inflamatérios. Em doencgas alérgicas, a IL-10 reduz processos
cronicos inflamatdrios provocados pela resposta imune Th2 (Wang et al., 1995; Zuany-
Amorin et al., 1995; Nakagome et al., 2005; Fu et al., 2006; Kosaka et al., 2011), pois a
IL-10 inibi o NF-xB a induzir a producdo das citocinas perfil Th2 (Wang et al., 1995;
Yoshidome et al., 1999), enquanto IL-1ra atua como um inibidor natural de IL-1, uma
citocina com uma longa familia de variagdes como IL-1A, IL-1B e IL-1RN, por
exemplo, que parecem atuar na sinalizacdo inicial da inflamac¢ao (Arend e Guthridge,
2000; Nicklin et al., 2002).

Anteriormente, Vieira et al., (2007) mostraram reducdo da resposta Th2 e
apontaram o aumento de IL-10 como o principal efeito anti-inflamatério, entretanto esse
efeito foi obtido a0 mesmo tempo em que os animais foram induzidos a IPAC e
realizavam o TA. Adicionalmente, Silva et al., (2010) mostraram tanto aumento de IL-
10 como IL-1ra quando o TA foi iniciado ap6s o periodo de inducdo da IPAC, e ambos
mostraram aumento dessas citocinas anti-inflamatérias apenas ap6s o 30° dia de TA,
sem identificar o momento em que a reducao da resposta Th2 foi iniciada. Refor¢ando
essa hipotese, ndés também demonstramos um aumento de IL-10 e IL-1ra por células
peribronquicas, que parecem exercer a fungao de redugao da resposta Th2 apds o 7° dia
do TA, demonstrando ainda que a producdo das citocinas anti-inflamatérias nao ocorreu
pela musculatura esquelética (miocinas IL-10, IL-1ra ou IL-6), diferentemente ao que
ocorre em humanos como sugerido por Petersen e Pedersen (2005).

Além do aumento do RG e das citocinas IL-10 e IL-1ra como demonstrado pelo
presente estudo, € possivel também considerar outro mecanismo anti-inflamatério
desencadeado pelo TA. Nesse sentido foi também investigado a producao dos fatores

de transcricdo NF-kB como sugerido por Pastva et al., (2005), Silva et al., (2010) e

FOXP3 por Lowder et al., (2010). Segundo nossos resultados, o NF-xB foi reduzido a
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partir do 7° dia do TA. Enquanto o FOXP3 foi aumentado tanto nos grupos OVA e
OVA+TA até 15 dias, tendo uma redugdo da produgdo ap6s 30 dias, sugerindo que no
modelo experimental do presente estudo o FOXP3 parece nio exercer efeito anti-
inflamatério. O papel do FOXP3 na redugdo da inflamacdo pulmonar alérgica ainda é
controverso, enquanto Lowder et al., (2010) apontou esse mecanismo na reducdo da
resposta Th2, Silva et al., (2010) ndo mostraram alteracdo dessa via, sugerindo mais
investigagdes por futuros estudos.

Em contrapartida, o efeito do TA no NF-kB parece ser mais compreendido. Esse
fator de transcricao (NF-kB) € responsavel pela producdo génica das citocinas IL-4 e
IL-5 (Baldwin, 1996; Christman, 2000; Desmet et al., 2004), que atuam no aumento e
manuten¢do da resposta Th2 e da migracao de leucdcitos como eosinéfilos e neutréfilos
para as vias aéreas dos asméticos (Robinson et al., 1992; Holgate, 2008). Nesse sentido,
Pastva et al., (2004) foram os primeiros a mostrar que o TA reduz o NF-kB e a resposta
Th2, porém seu modelo experimental parece ndo representar o que ocorre nos asmaticos,
pois ndo se sabe quando o TA foi iniciado, ja nossos achados mostraram que apds o
estabelecimento da IPAC o TA diminuiu o NF-kB, possivelmente resultando na reducao
das citocinas Th2, consequentemente também diminuindo a migragdo celular apds o 7°
dia do inicio do TA.

Independente do mecanismo anti-inflamatério estudado, o presente estudo
demonstrou o impacto do TA na migracdo dos leucdcitos. A migracao celular para as
vias aéreas como ocorre nos asmaticos ¢ também simulada nos estudos experimentais
de asma que descrevem aumento de células totais, eosinéfilos (Kenyon et al., 2003; Nath
et al., 2007) e neutréfilos (Pastva et al., 2004; Herbert et al., 2010) no LBA. Nesse
sentido, os resultados do presente estudo mostraram que o ndmero de células totais,

também dos macréfagos, eosindfilos (grupos OVA 1 a 15) e neutréfilos (grupos OVA
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15 e 30) no LBA foram aumentados nos grupos induzidos a IPAC. Entretanto, o TA
diminuiu a migragdo celular apds 7 dias. O efeito do TA na reduciao da migracdo dos
leucdcitos foi descrito anteriormente (Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2007; Lowder et
al., 2010; Silvaet al., 2010; Vieiraet al., 2011; Olivo et al., 2012), porém nenhum desses
estudos relatou ou especificaram o momento em que as redugdes foram iniciadas, apenas
relataram que ocorreram ao final de 3 a 8 semanas de TA, enquanto o presente estudo
mostrou reducdo a partir do 7° dia.

Até o presente momento, apenas um estudo clinico demonstrou o efeito do TA
na reducdo da migracdo dos eosindfilos (Mendes et al., 2011), mas sem explicar qual o
mecanismo anti-inflamatorio responsdvel. Nos estudos experimentais o TA reduziu a
migracdo celular, provavelmente em resposta a diminui¢ao produgdo das citocinas 1L-4
e IL-5 (Pastva et al., 2004; Pastva et al., 2005; Vieira et al., 2007; Lowder et al., 2010;
Silva et al., 2010; Olivo et al., 2012) e pela redu¢do de eotaxina, RANTES e VCAM-1
(Pastva et al., 2004), todos sem explicar o momento em que as mudancas foram iniciadas
e de acordo com seus respectivos modelos de IPAC.

Diferentemente, o presente estudo demonstrou que a migracdo celular,
principalmente os eosinéfilos foram reduzidos a partir do 7° dia de TA, no mesmo
momento em que foram observadas as reducdes das citocinas IL-4 e IL-5, das
quimiocinas eotaxina € RANTES, das moléculas de adesdao ICAM-1 e VCAM-1, que
tem fungdo de estimular a migracdo celular (Teran, 2000) e facilitar o transporte das
células para o sitio de inflamacdo nas vias aéreas (Wegner et al., 1990; Nakajima et al.,
1994). Curiosamente os neutréfilos foram reduzidos apenas a partir de 30 dias do TA, o
que parece ter relacdo com a severidade da inflamagdo induzida nas vias aéreas no
presente modelo experimental. As reducdes desses mediadores (IL-4, IL-5, eotaxina,

RANTES, ICAM-1 e VCAM-1) possivelmente contribuiram para diminuir a migracao
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celular para as vias aéreas, o que aconteceu mais precocemente (7° dia), se comparado
com os achados dos estudos anteriores.

Junto com a reducdo da inflamagdo alérgica cronica conforme descrito
anteriormente, nds também verificamos a reversdao do remodelamento bronquico (RB)
pela reducdo do espessamento do musculo liso, do epitélio, pelas redugdes das
deposicdes de fibras coldgenas e eldsticas e pela diminui¢do da produgdao de muco.
Porém, esse efeito aconteceu de forma gradativa, conforme o TA foi sendo realizado ao
longo do tempo. De acordo com nossos resultados, periodos inferiores hda 3 dias ndo
reverteram o RB, o que s6 ocorreu a partir do 7° dia com redu¢do do espessamento do
musculo liso, epitélio e coldgeno, enquanto a reversdo total aconteceu apenas apos 15
dias de TA pela redugdo das fibras eldsticas e do muco.

Em contraste, o treinamento aerdbico parece nao reverter o RB (Olivo et al.,
2012), embora tenham sido observadas reducdes do espessamento do musculo liso,
epitélio (Pastva et al., 2004; Vieira et al., 2007; Silva et al., 2010), deposi¢des das fibras
de colageno e eléstica (Vieira et al., 2007; Silva et al., 2010) e producao de muco (Pastva
et al., 2004; Silva et al., 2010), porém sem explicar qual o0 mecanismo regulatério do
RB ¢ alterado e quando essa reversdo € iniciada. Apenas um estudo investigou os
mecanismos de regulacio do RB (Vieira et al., 2011), porém com limitagdes, pois
avaliou a produgido dos mediadores IL-5, TGF-f3 e VEGF pelo epitélio € no mesmo
momento em que os animais eram induzidos a IPAC e treinados aerobicamente.

Dessa forma, numa tentativa de elucidar os mecanismos envolvido na reversio
do RB, o presente estudo considerou inicialmente a diminui¢ao do processo inflamatério
celular, fundamentalmente eosindfilos, como uma provavel explicacido, uma vez cronica
a inflamacao eosinofilica contribui para o desbalanco entre a sintese e a degradacdo de

matriz extracelular resultando em fibrose (Aradjo et al., 2008) e aumento do
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espessamento do musculo liso e produ¢do de muco (Mauad et al., 2007; Broide, 2008;
Girodet et al., 2011).

Além disso, o presente estudo avaliou outros possiveis efeitos do TA ao longo
do tempo em mecanismos do RB, como a produgio de IL-5 e TGF-f3, que contribuem
para aumento da inflamacao eosinofilica e estimulam a atividade dos fibroblastos (Cho
et al., 2004; McMillan et al., 2005; Broide, 2008), do VEGF, que desempenha o papel
na proliferacdo das células epiteliais e na formagao de novos vasos sanguineos (Lee et
al., 2004). Foi ainda investigado pelo presente estudo a producdo da citocina
Osteopontina (OPN), que parece promover a migracdo e proliferacdo de fibroblastos,
estimular a producao de coldgeno e espessamento das células do musculo liso das vias
aéreas (Chaulet et al., 2001; Ogata et al., 2007; Simoes et al., 2009) e ainda parece ter
relacdo com o aumento da migracdo de eosinéfilos para as vias aéreas (Takahashi et a.,
2009; Puxeddu et al., 2010).

Em relag¢do aos mecanismos do RB, o TA reduziu primeiro o TGF-f ap6s 3 dias,
seguido pelas diminui¢des de IL-5 e VEGF a partir do 7° dia, mesmo momento em que
foi iniciada a reversdo do RB pela diminuicio do misculo liso, epitélio, coldgeno e
producdo de muco. A reversao total ocorreu somente apds 15 dias de TA, mesmo tempo
em que foi reduzida a OPN, como essa citocina parece exercer func¢do de regulagdo e
estimulo das glandulas mucosas (Kohan et al., 2009) e também fibrético por aumentar
a atividade dos fibroblastos (Simoes et al., 2009), € possivel considerar no presente
modelo experimental, que a redu¢do da OPN tenha relagdo apenas com a reducgdo do
muco e das fibras eldsticas. Baseados em nossos achados e fundamentados pelos estudos
anteriores, podemos sugerir que a reversdao do RB foi iniciada ap6s o 7° dia do TA, pela
reducdo do TGF-B, IL-5, VEGF e da migragdo celular, complementados pela

diminui¢ao da OPN.
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Por fim, foi também investigado o papel do treinamento aerébico ao longo do
tempo na producdo dos anticorpos anafilaticos (IgE e IgGi). Os nossos achados
mostraram que as produ¢do das imunoglobulinas anafildticas ndo foram alteradas entre
1 e 15 dias, porém a redugdo ocorreu ap6ds 30 dias de TA. Poucos estudos avaliaram o
efeito do TA na redugdo das imunoglobulinas especificas (IgE e IgG;). Pastva et al.,
(2004) foram os primeiros a sugerir que o TA poderia reduzir a sintese desses anticorpos
e demonstraram reducdo dos niveis de IgE total e especifico. Moreira et al., (2008)
foram os unicos a mostrar que o TA reduz os niveis de imunoglobulinas totais em
pacientes asmdticos, no entanto, sem identificar redu¢@o da inflamacao nas vias aéreas.

Mais recentemente, Silva et al., (2012) comprovaram que a melhora do
condicionamento fisico foi efetiva na reducdo dos niveis de IgE e IgG; especificas, antes
do periodo de indugdo da IPAC, sugerindo que o TA prévio pode amenizar a resposta
alérgica. Porém, Vieira et al., (2007), Silva et al., (2010) e Olivo et al., (2012) nao
observaram mudancas nos anticorpos anafilaticos em camundongos induzidos a IPAC
e treinados aerobicamente. Entretanto, no presente estudo o TA foi capaz de diminuir a
producdo das imunoglobulinas IgE e IgG ao final de 30 dias, por algum mecanismo
desencadeado a longo prazo que ainda precisa ser melhor investigado por futuros
estudos. Apesar da relevancia desses achados, parece que esse efeito do TA ndo é
relevante para reducdo da inflamacdo alérgica cronica, uma vez que o efeito anti-

inflamatoério foi iniciado muito antes da reduc¢do das imunoglobulinas.
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6- CONCLUSAO

O treinamento aerdbico reduz a inflamacdo alérgica pulmonar cronica, esse
beneficio parece ser iniciado a partir do 3° dia pelo aumento do receptor de
glicocorticéide no musculo liso, seguido pelo aumento da produgdo das citocinas IL-10
e IL-1ra e da reducdo do fator de transcricio NF-kB a partir do 7° dia do TA, mesmo
tempo que foi iniciada a reversdo do remodelamento bronquico pela redu¢do da

inflamacao, de IL-5 e VEGF.
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