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“Procure os seus caminhos,
mas ndo magoe hinguém nessa procura.
Arrependa-se, volte atrds, pega perddo!
Ndo se acostume com o que ndo o faz feliz,
revolte-se quando julgar necessdrio.
Alague seu coragdo de esperancas,
mas ndo deixe que ele se afogue nelas.
Se achar que precisa voltar, voltel
Se perceber que precisa seguir, sigal
Se estiver tudo errado, comece novamente

Se estiver tudo certo, continue...”

Fernando Pessoa
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RESUMO



Silva ACD. A melhora do condicionamento fisico aerébio na sensibilizacéo e
na inflamagédo e remodelamento das vias aéreas de camundongos [tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

A prevaléncia de doengas respiratorias alérgicas tem aumentado, embora de
origem multifatorial, a atividade fisica parece representar um importante
contribuinte. Objetivo: Nés hipotetizamos que o condicionamento aerébio
(AC) prévio a sensibilizacdo com OVA, poderia reduzir a inflamacéo das vias
aéreas, através de um desbalanco via Th1/Th2 ou da citocina regulatoria (IL-
10). Métodos: camundongos BALB/c foram divididos em 4 grupos (n=8): ndo
treinados e nao-sensibilizados (controle), treinados e n&o-sensibilizados
(AC), ndo treinados e sensibilizados-OVA (OVA) e o grupo treinado e
sensibilizado (OV+AC). O condicionamento aerobio foi realizado em esteira
ergométrica adaptada para camundongos por 8 semanas, seguidos de
sensibilizagdo por OVA ou soro fisiolégico. Foram avaliadas a inflamagéao
celular das vias aéreas e peribrénquica, titulos IgE e 1gG4, expresséo de Th1
(IL-2 e IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), citocina regulatoria (IL -10), PGE2 e
remodelamento das vias aéreas. No peribronquico a expressao de eotaxina,
RANTES, ICAM-1, VCAM-1, TGF- e VEGF. Resultados: Os grupos controle
e AC tiveram resultados semelhantes nas avaliacdes (p> 0,05). O grupo
OVA apresentou células inflamatérias nas vias aéreas e regido
peribrébnquica, remodelamento e um aumento da IgG1 e titulos IgE (p <0,05).
Apresentou um aumento na expressdo de citocinas Th2, mas nao Th1,

assim como, aumento na expressao de IL-10, ICAM-1, VCAM-1, RANTES,



TGF-B e VEGF também foram observadas. O grupo OVA+AC apresentou
uma menor migragao de eosindfilos e linfocitos para as vias aéreas inferiores
e titulacao de IgG1 e IgE (p<0,05) e menor expressdo de citocinas Th2,
porém, os niveis Th1 nao foram alterados. A inibicdo da expresséao de IL-10,
ICAM-1, VCAM-1, RANTES, TGF-B e VEGF, assim como, o remodelamento
das vias aéreas, também foi observado no grupo OVA+AC (p<0,05).
Conclusdo: Nossos resultados sugerem que a melhora do condicionamento

aerobio inibi a sensibilizagao e a inflamacgao alérgica.

Descritores: Hipersensibilidade, inflamacao, exercicio, citocinas/imunologia,

colageno, quimiocinas, camundongos.



SUMMARY



Silva, ACD. Aerobic conditioning inhibits ovalbumin allergic sensitization and
airway inflammation in mice [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2009.

Prevalence of allergic respiratory diseases has increased and although its
origin likely multifactorial, reduced physical activity seems to represent an
important contributor. Objective: We hypothesize that an improvement in
aerobic conditioning (AC) previous to OVA sensitization would reduce airway
inflammation via either an imbalance Th1/Th2 pathway or regulatory cytokine
(IL-10). Methods: BALB/c mice were divided in 4 groups (n=8): non-trained
and non-sensitized (Control), AC and non-sensitized (AC), non-trained and
OVA-sensitized (OVA), and AC and OVA (OVA+AC). AC was performed in a
treadmill (8 weeks) followed by either OVA or saline sensitization. It was
evaluated airway and peribronchial cell inflammation, specific OVA-IgE and -
IgG, titers, expression of Th1 (IL-2 and IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) or
regulatory (IL-10) cytokines, PGE2 and airway remodeling. Peribronchial
expression of eotaxin, RANTES, ICAM-1, VCAM-1, TGF-3 and VEGF was
also evaluated. Results: AC and control groups had similar results in all
evaluated outcome (p>0,05) OVA sensitization induced airway and
peribronchial cell inflammation and remodeling and an increase in the 1gG,
and IgE titers (p<0,05). An increase in the expression of Th2 but not Th1
cytokines was well as an increase in the expression of IL-10, ICAM-1, VCAM-
1, RANTES, TGF-f and VEGF was also observed. OVA+AC group

presented a lower migration of eosinophils and lymphocytes to the airways



and lower titer of IgG1 and IgE (p<0,05). OVA+AC group also presented
lower expression of Th2 cytokines however Th1 levels were unchanged. A
lower expression of IL-10, ICAM-1, VCAM-1, RANTES, TGF-$ and VEGF as
well as airway remodeling was also observed in OVA+AC group (p<0,05).
Conclusion: Our results suggest that improvement in aerobic conditioning

inhibit allergic sensitization and inflammation.

Keywords: Hipersensibility, inflammation, exercise, cytokines/immunology,

collagen, chemokines, mice.
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Introducéao 1

1-INTRODUCAO

A resposta alérgica é classicamente definida como reacdo de
hipersensibilidade do tipo | que ocorre na presenga de imunoglobulina E
(IgE) que é determinada geneticamente e modulada por fatores ambientais e
que, portanto, esta relacionada com o estilo de vida e “aspectos ambientais”
que pode favorecer a ocorréncia de diversas doengas como a asma, a rinite
alérgica, a conjuntivite e a dermatite atépica (1,2). Esta resposta esta
inserida no contexto de inflamacgao onde células do sistema imune interagem
com células do préprio sitio inflamatério culminando no dano tecidual. O que
torna a reacgao alérgica peculiar € o envolvimento de células que produzem
um perfil caracteristico de interleucinas e aumento de IgE (3).

Nos ultimos 30 anos, a prevaléncia das doencgas alérgicas aumentou
substancialmente. As doencas alérgicas mais prevalentes sdo a rinite
alérgica e a asma e estima-se que 400 milhdes de pessoas em todo o
mundo tenham rinite alérgica e 300 milhdes de pessoas tenham asma (4).
Interessantemente, o custo econdmico com o tratamento destes quadros
alérgicos é maior do que o da tuberculose e o do HIV/AIDS juntos. Um dos
resultados mais alarmantes € que enquanto a incidéncia da alergia e
doencas afins tem aumentado substancialmente, o nimero de profissionais
de saude treinados no diagnéstico e tratamento de alergias diminuiu,
deixando muitos pacientes sem diagndstico e sem tratamento. A alergia esta
se tornando mais prevalente devido a diversos fatores como a mudanca

climatica mundial, ao aumento da poluicdo ambiental intra e extradomiciliar,
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a industrializacdo das nagbes em desenvolvimento e a maior exposi¢cdo a
alérgenos intradomiciliares. Isto tem feito os quadros alérgicos mais
complexos e severos com pacientes sofrendo de varias desordens alérgicas
causadas por uma ampla gama de substancias naturais e sintéticas, ao
contrario de 20 anos atras quando estes quadros eram mais limitados as
estacbes climaticas ou localizagbes especificas. Consequentemente, as
mudancas ambientais tém afetado a qualidade da vida e a produtividade do
trabalho dos pacientes alérgicos e aumentado a procura pelos cuidados
médicos.

As doencas alérgicas tém uma fase inicial mediada por IgE e uma
fase tardia de que esta relacionado a uma migragcao de polimorfonucleares
para o sitio inflamatério. A sensibilizagcao alérgica € um processo imune que
precede o desenvolvimento do quadro alérgico e para que ela ocorra, 0s
alérgenos, que sao agentes externos desconhecidos ao organismo, entram
em contato com a mucosa e sao capturados por células dentriticas
presentes no epitélio. As células dentriticas reconhecem e processam o
antigeno e apresenta seus fragmentos peptidicos ligados a molécula de
histocompatibilidade classe Il (MCH Il) aos linfécitos T auxiliares, que vao
produzir citocinas. A interacdo com as células dendriticas faz com que os
com linfécitos T estimulem a producédo de imunoglobulinas E (IgE) pelos
linfécitos B. As IgEs se entdo ligam aos receptores dos mastdcitos presentes

no epitélio brénquico, sensibilizando-os. Nesta fase da sensibilizacido ha
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formagao de uma memdria celular, responsavel por uma resposta rapida a
um segundo estimulo de antigenos e desencadeamento a resposta imune.

Apos a sensibilizagdo, quando o organismo é novamente exposto ao
antigeno sera iniciada uma resposta inflamatéria desencadeada por este
contato. Os antigenos se conectardo com as IgEs presentes nos mastécitos
e levarao a liberacdo de mediadores inflamatérios, dentre eles a histamina,
os leucotrienos e a prostaglandina (5). No caso do sistema respiratorio, os
mediadores liberados pelos mastdcitos presentes no pulméo causardo uma
contragdo do musculo liso, denominado broncoconstricdo. Esta fase é
também conhecida como fase imediata e dura cerca de 2 horas. Ao longo
desta fase, ocorre também a liberacéo de diversas citocinas que iniciardo um
processo de atragdo quimica de células inflamatérias para o sistema
respiratorio. Além disto, inicia-se a ativagao das células centrais de memoria
Th2 e B que migram para o pulmao amplificando o recrutamento e a
atividade leucocitaria. As células Th2 também estimulam a producdo de
eosindfilos na medula éssea (6). Esta fase € denominada de tardia e se
inicia aproximadamente apds 6 horas e pode perdurar até 72 horas apos a
exposigao antigénica.

A associacao desta migragao celular com os mediadores inflamatorios
produzidos tanto pelas células presentes no pulmao quanto por estas novas
células que acabaram de migrar para o sistema respiratorio, ocasionarao
uma lesdo de descamacao do epitélio pulmonar, tornando as vias aéreas

mais expostas aos alérgenos ambientais. A descamacdo do epitélio




Introducéo 4

respiratorio decorrente da inflamacao levara a exposicdo das terminagdes
nervosas € a uma reagcao exacerbada a diversos estimulos, sejam eles,
fisicos ou quimicos, especifico ou nao, denominado hiperresponsividade
brénquica.

As citocinas sao proteinas soluveis que tém papel imprescindivel na
imunorregulagdo das respostas linfocitarias e tem uma ampla fungdo na
regulacdo do crescimento, diferenciagcdo e a regulacdo da fungdo de uma
grande variedade de células. Adicionalmente, as citocinas mediam respostas
imunes fisioldgicas e patoldgicas podendo ter atividade efetora e reguladora,
assim como, regular e ser expressa por muitas sub-populagdes celulares (7).
A inflamacéao alérgica crbénica parece ser orquestrada por duas populacdes
principais de linfécitos T helper: os Th1 e os Th2. Os linfécitos Th1 séo
responsaveis pela secrecdo de citocinas como a interleucina-2 (IL-2) e
interferon gama (INF-y) que favorecem a indug¢ao da imunidade mediada por
células inflamatdrias e promovem a produgao das IgM, IgG2a e IgG2b. O
INF-y € a citocina mais caracteristica produzida pelas células Th1 e tem
funcdo de promover a ativagao de macréfagos e inibir a produgao da IgE
pelos linfocitos B.

O grande aumento dos casos de alergia nas ultimas décadas tem sido
relacionado ao favorecimento do padrdo Th2 na populagdo. De acordo com
a “hipétese da higiene” existe um mecanismo de feedback negativo entre a
estimulacdo dos linfécitos Th1 e Th2 (8). De acordo com esta hipotese, na

medida em que os individuos passaram a ficar menos expostos a patégenos
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ou fatores ambientais que estimulam as células Th1 isto aumentaria sua
predisposi¢cao ao quadro alérgico (resposta Th2) (9, 10).

Os linfécitos tipo Th2 sao responsaveis por praticamente todas as
manifestacdes fisiopatoldégicas de doencas alérgicas como a asma e
secretam, preferencialmente, as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 tanto em
modelos animais experimentais (11,12), quanto em pacientes com quadros
alérgicos quanto com asma brénquica (13).

De maneira geral, estas citocinas favorecem a indugao da imunidade
humoral, estimulam a sintese de IgE e IgG1 e o aumento local e/ou
sistémico de eosindfilos (14). Mais especificamente, a IL-4 perpetua a
ativacao de mastdcitos, que sao responsaveis pela liberagao de IgE e 1gG1,
induz o recrutamento e a ativagao de eosindfilos e também de estimula as
células epiteliais a produzirem muco (15). A IL-5 estimula a proliferagao,
diferenciacdo, sobrevivéncia e ativacdo de eosindfilos na medula 6ssea,
estimulam também a liberacdo de eosindfilos maduros da medula para a
circulagcao e tem um papel quimioatrativo para os eosindfilos (14, 16). A IL-5
também é capaz de bloquear os efeitos inibitérios da IL-2 sobre a migracao
de eosindfilos (17, 18) na hora que falar sobre equilibrio Th1/Th2. A citocina
IL-13 atua de maneira similar a IL-4 na sintese de IgE e no aumento da
sobrevida dos mastécitos nos tecidos. Neste sentido, Webb et al. (2000)
mostraram que a IL-13 determina o recrutamento seletivo de eosindfilos
independente de IL-4 e participa como fator pro-inflamatério durante a

exposicao alérgica nas vias aéreas (19).
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O recrutamento e ativacdo das células inflamatérias dependem da
manifestacdo de outras classes de proteinas como as quimiocinas Th2
(eotaxina e RANTES), moléculas de adesdo e mediadores inflamatorios O
termo quimiocinas se deve ao fato destas proteinas terem um papel
quimioatrativo. Estas moléculas sao pequenas proteinas e estao
estruturalmente relacionadas, pois se ligam a receptores protéicos do tipo
GPCR (do inglés, seven transmembrane G-protein coupled) e participam da
migracao leucocitaria (20).

Na resposta alérgica, a grande maioria das quimiocinas sinaliza via os
receptores CCR3 e CCR4, sub-tipos do (GPCR). Esses receptores sao
encontrados em eosindfilos, basofilos, mastécitos e em sub-populagdes de
linfécitos Th2. Mais de 50 quimiocinas ja foram identificadas em seres
humanos e exercem sua fungao via 20 tipos diferentes de receptores. Alguns
exemplos de quimiocinas mais presentes na resposta alérgica s&o as
eotaxinas, RANTES e proteinas quimiotaticas para mondcitos (MCP). Estas
citocinas subsidiam o recrutamento de diversas células envolvidas na
inflamacao pulmonar alérgica (21). A eotaxina, em particular, € uma das
quimiocinas que tem um forte papel quimioatrativo para os eosinodfilos e é
responsavel por induzir a migragdo destas células da medula éssea para o
sangue e, posteriormente, para os tecidos (22). Apesar de a eotaxina ter
sido o primeiro agente quimioatrativo para eosindéfilos, outros também ja
foram descritos, como o0 RANTES que também tem sido considerado uma

importante quimiocina a desempenhar papel nas doengas alérgicas.
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Entretanto, parece haver outras citocinas envolvidas na migragao
eosinofilica. Neste sentido, existem evidéncias de que animais deficientes de
RANTES continuam apresentando inflamacao eosinofilica pulmonar apés o
desafio antigénico nas vias aéreas, sugerindo que outros mediadores podem
estar envolvidos na migragao de eosindfilos durante a resposta inflamatéria
pulmonar (23).

Ao migrar para os tecidos, as células inflamatdrias presentes no
sangue precisam aderir aos vasos para que possam posteriormente
atravessa-lo e isto ocorre devido as moléculas de adesao que sao uma
familia de glicoproteinas envolvidas na interagdo célula-célula e célula-
matriz-extracelular. Diversas moléculas de adeséao ja foram identificadas tais
como a molécula de adesao intracelular 1 (do inglés, ICAM-1) também
conhecida como CD54 e a molécula de adesao celular vascular 1 (do inglés,
VCAM-1). As moléculas de adesdo e seus ligantes agem conjuntamente
com as quimiocinas com o intuito de proporcionarem o trajeto de leucdcitos
dos vasos para o local do tecido lesado. Varias citocinas podem induzir a
sintese e liberagao das moléculas de adesao, mas, especificamente no caso
da resposta alérgica, as IL-4 e IL-13 tém efeitos diretos na liberagao de
ICAM-1 pelo endotélio vascular, faciltando a adesdo de eosindfilos ao
endotélio (24, 25).

Cronicamente, a inflamacéao alérgica das vias respiratorias leva a um
processo de remodelamento das vias aéreas que € caracterizado por um

desequilibrio entre a sintese e degradacdo de proteinas da matriz
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extracelular, fibras elasticas e colagenas (26, 27). O grau dessas alteracdes
nas vias aéreas também tem sido associado aos niveis de gravidade da
doenca e diminuicdo da funcdo pulmonar (28, 29). E provavel, que varios
tipos de células imunes e mediadores inflamatérios estejam envolvidos no
remodelamento das vias aéreas. Além disso, suas diferentes caracteristicas
sdo provavelmente mediadas por diferentes vias inflamatérias. O processo
de remodelamento é mediado por fatores de crescimento (do inglés, growth
factors). Ja foram identificados importantes mediadores do remodelamento
tais como: o TGF-B (do inglés, transforming growth factor), que desempenha
papel em diversos processos bioldgicos, incluindo o remodelamento e
reparacao tecidual em uma série de doengas pulmonares crbnicas; e o
VEGF (do inglés, vascular endothelial growth factor) que € um mediador da
inflamacao das vias aéreas e no remodelamento das vias aéreas doenca

alérgica (30).

O exercicio fisico e as doencas alérgicas

O exercicio fisico € um ato natural do ser humano e, evolutivamente,
teve papel fundamental na sua evolugao para os comportamentos de caga,
defesa e busca pelo alimento, entre outros. Porém, no mundo
ocidentalizado, o homem esta se tornando cada vez mais sedentério.
Coincidentemente ou nao, ocorreu simultaneamente um aumento importante

das doencgas alérgicas.




Introducéo 9

Existem diversos tipos de exercicio tais como o aerobio e o resistido.
No primeiro, o gasto energético é dado pelo aumento da demanda oxidativa
(31) enquanto o segundo é dado pelo aumento da demanda glicolitica. A
indicagdo do exercicio fisico aerdbio para a melhora da saude, de modo
geral, é sugerida objetivando-se uma série de adaptagdes benéficas em todo
0 organismo, tais como: aumento do consumo maximo de oxigénio (31, 32),
reducao da pressao arterial e da frequéncia cardiaca de repouso, aumento
da massa muscular e da densidade 6ssea, aumento do fluxo sanguineo
muscular, melhora da resposta imunoldgica (33) e aumento da expressao e
atividade de enzimas antioxidantes (34). Além disto, existem evidéncias de
que o exercicio fisico pode proporcionar diferentes respostas no sistema
imunologico (35), entretanto, parece que este efeito €& intensidade-
dependente. Assim, o exercicio fisico de intensidades leve ou moderada
desencadeia uma resposta antiinflamatéria enquanto que a atividade aerdébia
de alta intensidade e longa duragdo desencadeiam uma resposta pro-
inflamatodria (36-38). A citocina IL-10 tem sido sugerida como uma citocina
que tem um papel importante neste mecanismo imunoregulatério (39).
Embora o mecanismo pelo qual o exercicio fisico atue sobre o sistema
imunoldgico seja pobremente compreendido, Hockenbury et al. (2003)
sugerem que o exercicio fisico de intensidade leve ajuda a diminuir a agao
estressante apds o exercicio e, dessa forma, ndo sobrecarrega o sistema

imunoldgico do organismo humano (40).
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De maneira geral, o exercicio fisico tem sido mais amplamente
utilizado para o tratamento de individuos com doengas alérgicas
respiratorias, como a asma, objetivando melhorar sua aptidao fisica e reduzir
a presenga de broncoespasmo induzido pelo exercicio. Apesar do
mecanismo para esta melhora ndo ser amplamente conhecido, existem
evidéncias de que a melhora do condicioamento fisico para estes pacientes
reduz a ventilacdo durante o exercicio leve ou moderado, diminuindo assim
a probabilidade do exercicio fisico induzia a asma (41). Entretanto,
evidéncias mais recentes sugerem que o exercicio fisico em pacientes
asmaticos pode reduzir o numero de sintomas e o uso de medicamentos
sugerindo um possivel papel antiinflamatoério (42, 43).

Os primeiros estudos que avaliaram o efeito do exercicio fisico como
imunoregulador em doencas alérgicas foram descritos por Pastva et al. (44,
45) utilizando modelos experimentais de asma. Estes autores mostraram
que o exercicio fisico reduziu a migracao de leucécitos para as vias aéreas
bem como reduziram a expressdo de IL-4 e IL-5, os niveis de IgE e a
expressao de fatores de transcricdo como o NFk-B. Além disto, Vieira e
colaboradores mostraram que a melhora do condicionamento fisico em
animais previamente sensibilizados aumentava a expressdo de IL-10 por
células inflamatdrias, representando um possivel mecanismo de diminuigéo
na inflamacéo alérgica.

Apesar das evidéncias sugerindo que o exercicio fisico modula a

resposta inflamatéria a agentes bacterianos em individuos saudaveis e de
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uma possivel modulagcdo da resposta imune em individuos alérgicos
desconhecemos, até o presente momento, estudos que avaliem o efeito da

melhora do condicionamento fisico prévio a resposta alérgica.
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2-OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar o efeito da melhora do condicionamento fisico aerébio na

sensibilizagao e na inflamacao e remodelamento de vias aéreas

Objetivo especifico:

Avaliar o efeito da melhora do condicionamento fisico aerdbio:

1. Nos niveis de IgE e IgG1-especificos para ovalbulmina;

2. Na celularidade do lavado broncoalveolar e na regiao
peribrénquica;

3. Na expressao de citocinas Th1, Th2 e regulatorias por células
inflamatdrias pulmonares;

4. Na expressao de fibras colagenas e elasticas peribronquicas.




METODOS
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3-METODOS

3.1-Animais

Foram utilizados 42 camundongos, BALB/c, machos, adultos jovens,
com idade de 06 semanas, pesando entre 20 e 30 gramas, provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(FMUSP). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e
umidade controladas e com alimentagédo ad-libitum em ciclo claro-escuro de

12 horas.

3.2-Protocolo Experimental e Grupos Experimentais

Os animais foram inicialmente submetidos a um programa de
condicionamento fisico durante 8 semanas e, a seguir, foram submetidos
simultaneamente ao programa de treinamento e a um protocolo de
sensibilizagdo e inalagbes com ovalbumina (OVA) durante 4 semanas
(Figura 1). Os animais foram divididos em 04 grupos (8 animais cada):
Controle (ndo treinados e nao sensibilizados), AC (submetido a um
programa de treinamento aerdbio e ndo sensibilizados), OVA (nao treinados
e sensibilizados) e OVA+AC (treinados e sensibilizados). Quarenta e oito
horas apds a ultima sensibilizagdo e treinamento fisico, os animais foram
anestesiados, traqueostomizados, canulados e exsanguinados. A seguir, 0s
pulmdes foram lavados e o sistema cardiopulmonar foi retirado para

posterior analise imunohistoquimica e morfométrica.




Métodos 14

Figura 1 - Protocolo Experimental
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3.2.1-Treinamento Aerdbio e Teste Fisico

O treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira ergométrica
adaptada para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed®, RS,
Brasil) por um periodo de 12 semanas. Na semana anterior ao inicio do
treinamento, os animais foram submetidos a 3 dias de adaptacédo na esteira
ergométrica que constava de 10 minutos de atividade a uma velocidade de
0,2Km/h. Quarenta e oito horas apds o terceiro dia de adaptagao, os animais

foram submetidos a um teste de esforgco maximo.

Teste ergométrico: O teste consistiu de 5 minutos de aquecimento a
uma velocidade de 0,2Km/h que era aumentada em 0,1Km/h a cada 2
minutos e 30 segundos até a exaustdo dos animais. Os animais foram
considerados exaustos quando n&o conseguiam permanecer correndo
mesmo apos 10 estimulos mecanicos. A intensidade do treinamento foi

estabelecida em 50% da velocidade maxima atingida no teste ergométrico e
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foi calculada a partir da velocidade maxima obtida. O treinamento foi
realizado 5 dias por semana, 60 minutos por sessao, durante 12 semanas.
Apos este periodo, o teste fisico foi repetido com o intuito de reavaliar o

condicionamento fisico dos animais.

3.2.2-Sensibilizagao e inflamagao pulmonar alérgica crénica

O periodo de sensibilizagao e inflamagao pulmonar alérgica crbnica
foi de 4 semanas e teve inicio na 92 semana de treinamento. No primeiro dia,
0s animais receberam uma injecao intraperitoneal (i.p.) de OVA diluida em
hidroxido de aluminio (Aldrox). Apds 14 dias os animais receberam uma
dose “booster” de OVA + Aldrox intraperitoneal. No 77° dia do protocolo (21
dias apds a primeira sensibilizagdo), foi iniciada a exposi¢cao de OVA por via
inalatoria. Foram realizadas 4 sessoes, durante 30 minutos, em dias
alternados, numa concentragdo de 10 mg/mL de OVA diluida em soro
fisioldgico. Os animais nao sensibilizados foram submetidos ao mesmo

protocolo, porém receberam inalagcao somente com soro fisiologico.

3.3-Coleta e Analise do Lavado Broncoalveolar (LBA)

Quarenta e oito horas apés a ultima inalacédo e sesséo de treinamento
fisico, os animais foram anestesiados com ketamina (50mg/Kg, i.m.) e
xilazina (40mg/kg i.p.), traqueostomizados, canulados e exsanguinados. Os
pulmdes foram lavados com 1,5ml (03 x 0,5ml) de soro fisiolégico estéril

(NaCl 0,9%) e, em média, 1,0ml do LBA foi recuperado. O LBA foi entdo
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centrifugado (1000 rpm, durante 10 minutos) a 5°C, o sobrenadante coletado
e armazenado a —70°C e o “pellet”’ celular ressuspendido em 1,0ml de soro
fisiologico estéril (NaCl 0,9%) e foi avaliado o numero total e diferencial de
células. A celularidade total foi obtida pela analise de 20ul para contagem
num hematocitdbmetro (Laser Blood Cell Counter, modelo JXJ-402
Automatico, Shangai Sichuang Instrument, SG, China) e 500 ul foram
centrifugados (6 min a 450 rpm; Cytospin-2, Shandon Instruments,
Sewickley, PA, EUA) e fixados em laminas com o corante Grin-wald-

Giemsa. Foram contadas 300 células por lamina (46).

3.4-Avaliacao dos Titulos de IgE e IgG1 Especificos para OVA

Apods a coleta do LBA, os animais foram tricotomizados, realizada a
assepsia da area cirurgica com iodo polvidona (Polvidini®) e realizada uma
incisdo de 3 a 4 cm na linha mediana do abdéomen do animal. Foi entdo
coletada uma amostra de sangue (1ml) na via veia cava inferior utilizando
seringa (1ml) e agulha (12,7mm x 0,33mm). As amostras de sangue foram
centrifugadas (5000 rpm a 5°C) e o soro aliquotado e armazenado a — 70°C
para analise dos titulos de imunoglobulinas IgE e IgG1 especificos para OVA.

Os anticorpos anafilaticos foram dosados pela técnica de anafilaxia
cutanea passiva (PCA) que consiste em injetar por via intradérmica no dorso
depilado de ratos normais, diluicbes sucessivas dos soros dos animais
imunizados para dosagem dos anticorpos da classe IgE e 1gG1. Os soros

dos animais ndo imunizados foram injetados num unico ponto na menor




Métodos 17

diluicdo (1/5) e foram negativos. Apds periodo de laténcia de 24h para os
anticorpos IgE e 2h para os anticorpos IgG1, foi injetado antigeno
ovalbumina (1mg/ml) diluida em uma solugéo de azul de Evans a 0,25% por
via endovenosa. A reacao foi observada até 30 minutos apds a injecdo do
antigeno; tempo em que se observa o maximo de reacdo. O titulo dos
anticorpos foi expresso como a maior diluicdo do soro através de uma

mancha azul de 5mm (47, 48).

3.5-Histoquimica e Imunohistoquimica

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

histoldgico de rotina.

3.5.1-Histoquimica

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

- Luna - coloragdo utilizada para avaliagdo da densidade de

eosindfilos peribrénquicos (49).
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- Resorcina Fucsina de Weigert com Oxidagdo — coloragao
utilizada para avaliagdo da proporcao de volume de fibras elasticas nas vias
aéreas (50).

- Picrossirius — coloragao utilizada para avaliagao da proporgcéo de
volume de fibras colagenas nas vias aéreas (50).

3.5.2 -Imunohistoquimica

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

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

Etapa 2 — Bloqueio e Incubagdo com Anticorpo Primario: O bloqueio
da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada (H202) 10V 3%
(3 x 10 minutos), seguidos de incubagcdo com os anticorpos primarios: anti- -
IL-4 (sc-1260; Santa Cruz), anti-IL-5 (sc-8433; Santa Cruz), anti-IL-13 (sc-
57262; Santa Cruz), anti-IL-10 (sc-52560; Santa Cruz), anti-IFN-y (sc-59992;
Santa Cruz), anti-IL-2 (sc-7896; Santa Cruz), anti-eotaxina (sc-28878; Santa
Cruz), anti-RANTES (sc-20731; Santa Cruz), anti-VCAM-1 (sc-8304; Santa
Cruz), anti-ICAM-1 (sc-18853; Santa Cruz), anti-TGF-B (sc-5103; Santa
Cruz), anti-VEGF (sc-507; Santa Cruz), e, diluidos em BSA na proporgao de

1:500 (IL-4), 1:200 (IL-5), 1:150 (IL-13), 1:250 (IL-10), 1:300 (IFN-y), 1:400
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(IL-2), 1:100 (eotaxina), 1:400 (RANTES), 1:200 (VCAM-1), 1:180 (ICAM-1),
1:800 (TGF-B) e 1:500 (VEGF) e, 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 — Incubagdo 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, apds a incubagdo do anticorpo secundario,
seguiu-se o bloqueio da peroxidade endégena com H20210V 3% + metanol
(1:1) (2 x 10 minutos) e posteriormente incubagao com o complexo.

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

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

Alemanha).

3.6 -Analise Morfométrica dos Pulmoes
Todos os parametros histolégicos apresentados a seguir foram

avaliados através da técnica de morfometria, utilizando um reticulo de 50
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retas e 100 pontos, com area conhecida (10.000 ym2 para aumento de
1000x; 62.500 pm2 para aumento de 400x), adaptado a ocular do
microscopio.

3.6.1-Inflamagao Peribronquica e Expressao de citocinas Th1,
Th2, e regulatéria: Foi avaliado o numero de células inflamatorias
(eosindfilos e linfécitos) na inflamacao peribronquica e expressao das
citocinas IL-2, INF-y, IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 na regido peribrénquica. Foram
analisadas 5 vias aéreas de cada animal, 5 campos por vias aeérea,
avaliadas num aumento de 1000x. A area utilizada para a avaliagédo da
densidade de células inflamatérias foi calculada a partir do numero de
pontos que incidiam na parede das vias aéreas localizados entre o musculo
e a adventicia. A densidade de células foi determinada como o numero de
células em cada campo, dividido pela area de tecido. A densidade de células
foi expressa em células/um? e os resultados foram transformados para
células/mm? ajustando-se as unidades (51).

3.6.2-Remodelamento Brénquico de fibras colagenas e elasticas
e expressao de eotaxina, RANTES, ICAM-1, VCAM-1, TGF-8 e VEGF:
Usando um microscépio Eclipse E-200 (Nikon®, Téquio, Japdo) e uma
camera digital Cool Snap (Photometrics®, Toquio, Japdo). A andlise das
fibras colagenas e elasticas foram realizadas no analisador de imagem do
software Image Pro Plus 4,5 (CA, EUA) enquanto as demais foram
quantificadas uitlizando-se um microscéopio, como descrito acima. Foram

avaliadas 5 vias aéreas para cada animal em um aumento de 400x de uma
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area compreendida entre a membrana basal epitelial até a adventicia (45). A
area positiva de fibras colagenas e elasticas foi expressa pela porcentagem
de area total na via aérea (52). A analise da expressao das quiiocinas,
moléculas de adesdo e fatores de crescimento foram realizadas de maneira
similar.

3.6.3-Dosagem dos niveis de PGE; por ELISA: PGE; foi mensurado
no lavado broncoalveolar utilizando kit de ELISA de competicdo (Cayman
Chemical, EUA) de acordo com Junqueira et al. 2007 (53). Foram
adicionados em placas de 96 pogos (Costar) previamente sensibilizadas com
anticorpos monoclonais anti-PGE,, 50 yl das amostras e das curvas padroes
com os mediadores conjugados com acetilcolinestarease. Em seguida,
foram adicionados 50 ul do segundo anticorpo anti IgG. As placas foram
incubadas por 18h a 4°C. Apods ciclo lavagens com tampao de lavagem
fosfato salia 0,05% Tween (PBST) foram adicionados 200ul o reagente de
cor para revelagao. As placas foram mantidas sobre agitagcao por 90 minutos
no escuro a temperatura ambiente. A leitura da reacéo foi realizada a 450nm
em espectofotdmetro. As concentragcdes das amostras foram calculadas a
partir das curvas-padrdo obtidas com os mediadores inflamatorios

recombinantes. O limite de detecgéo para PGE2 foi de 3,9pg/ml.

3.7-Analise Estatistica
Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (San

Jose, CA, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
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Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram
avaliados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste pos hoc de
Newman-Keuls para comparacdo entre os grupos. Os dados com
distribuicdo nao paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA on
Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparagao entre os grupos. Os
niveis de significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os graficos foram
elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (San Diego, CA,

EUA).
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5-RESULTADOS

Os nossos resultados mostram que, como esperado, nao houve

diferenca no teste fisico dos animais antes do treinamento, mas que todos

0S grupos apresentaram um aumento apds o periodo de treinamento

(p<0,001) (Tabela 1).

Tabela 1- Teste fisico inicial, pré-sensibilizagao e pds-sensibilizagcao

Teste Fisico (minutos)

Pré- Pos-
Grupos Inicial Sensibilizacdo Sensibilizagado
Controle  38,8+3,6  392+20 40,1+1,8
AC 39,9+2,8 48,0 + 4,1 50,2 + 4,6*
OVA 39,9+28  40,9+28 39,7 + 3,1
OVA*AC 339132 485+58 49,51+ 4,0*

Os dados apresentados no teste fisico dos animais representam a média + DP;

*p<0,05 comparado intra-grupos no teste pré-sensibilizagdo. Descricao dos grupos:

controle (n&o treinado e nao sensibilizado), AC (treinados e nao sensibiliados), OVA

(sensibilizados e nao treinados) e OVA+AC (treinados e sensibilizados).
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O resultado do teste ergométrico inicial mostrou que ndo houve
diferenca entre os grupos em relacdo ao desempenho no teste inicial
(p>0,05). Demonstrando que todos os animais comegaram o protocolo de
treinamento nas mesmas condigdes fisicas. Como esperado, os grupos
Controle e OVA nao apresentaram diferenga no tempo de teste realizado
antes e ap6s o periodo de treinamento. Por outro lado, os grupos AC, e
OVA+AC apresentaram melhoras significativas de desempenho entre os

testes inicial e final (p<0,001e p<0,001, respectivamente).

Tabela 2- Titulos dos niveis de IgE e IgG1- especificos para ovalbumina

Imunoglobulinas (Log)

Grupos IgE IgG 1

Controle 1,32 £ 0 1,32 £ 0
AC 1,32+ 0 1,32 £ 0
OVA 5,32 + 2,6 5,76 + 2,1

OVA+AC 2,82 + 1,2 3,48 + 1,4

Os dados dos niveis de IgE e IgG1 representam média + DP; *p<0,05 quando
comparado intra-grupos.

O treinamento fisico em animais n&o sensibilizados ndo modificou os
niveis de IgE e 1IgG1, quando comparado entre todos os grupos. O grupo

OVA aumento os niveis de IgE e IgG1, quando comparado a todos os
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grupos (p<0,01). Surpreendentemente o grupo AC inibiu os niveis de IgE e
IgG1 nos animais sensibilizados (p<0,01).

A inflamagdo pulmonar foi avaliada através da quantificacdo de
células totais (Figura 1) e diferenciais (Figuras 2) no lavado broncoalveolar
(LBA). O treinamento aerdbio em animais nao sensibilizados (grupo AC)
reduziu o numero total de células quando comparado com o grupo controle
(p<0,05). A sensibilizagdo com OVA (grupo OVA) aumentou o numero total
de células quando comparado com os demais grupos (p<0,05). A melhora
do treinamento aerobio prévio a sensibilizagdo reduziu o numero total de
células no LBA (p<0,05) (grupo OVA+AC).

Figura 1: Efeito da melhora do condicionamento aerdobio no numero de
células totais no lavado broncoalveolar
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Os valores estao expressos em box plot a linha média do box plot define a mediana
e as linhas terminais representam os percentis 25 e 75%. As linhas terminais das
barras interquartis representam os percentis 5 e 95%. Descricdo dos grupos
(Tabela 1); *p<0,01 quando comparado com os grupos Controle, AC e OVA+AC;
#p<0,05 quando comparado com os grupos Controle e OVA+AC.
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Nao foram observadas diferencas no numero de eosinoéfilos no LBA
entre os grupos nao sensibilizados (Figura 2). A sensibilizacdo a OVA
aumentou o numero de eosindfilos quando comparado aos grupos nao
sensibilizados (p<0,01) e foi inibido quando os animais foram previamente

submetidos ao condicionamento fisico aerdbio (p<0,01) (Figura 2).

Figura 2: Efeito da melhora do condicionamento aerébio no numero de
eosinofilos no lavado broncoalveolar
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com os grupos Controle e AC e OVA+AC; #p<0,05 quando comparado
com os grupos Controle e OVA+AC.

Nao foram observadas diferencas no numero de linfécitos no LBA
entre 0os grupos nao sensibilizados (Figura 3). A sensibilizagcdo a OVA
aumentou o numero de linfécitos no LBA quando comparado aos grupos nao
sensibilizados (*p<0,01) e foi inibido quando os animais foram previamente
submetidos ao condicionamento aerobio (Figura 3) e n&do modificou o

numero de macrofagos no LBA (p>0,05) (Figura 4).
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Figura 3: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio no numero de
linfécitos no lavado broncoalveolar
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com os demais grupos.

Figura 4: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na migracdo de
macréfagos no lavado broncoalveolar
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos

estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. Nao foram encontradas
diferengas entre os grupos.
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Nado houve diferenga no numero de neutrofilos no LBA entre os
grupos nao sensibilizados (p>0,05). A sensibilizagcdo com OVA aumentou e o
numero de neutrofilos (*p<0,05). A melhora do condicionamento aerdbio nao
reduziu o numero de neutrofilos no LBA causado pela sensibilizagdo com
OVA (p>0,05) (Figura 5).

Figura 5: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na migracdo de
neutrofilos no lavado broncoalveolar
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado aos grupos nao sensibilizados.

O numero de eosindfilos e células mononucleares também foram
analisados no compartimento peribrénquico. O condicionamento aerdbio néo
modificou o numero de eosindfilos e células mononucleares nos grupos néo
sensibilizados. A sensibilizacdo a OVA aumentou em aproximadamente 02
vezes a densidade peribrbnquica de células mononucleares quando

comparado aos grupos nao sensibilizados (*p<0,01) (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da melhora do condicionamento aer6bio no numero de
eosinofilos peribronquicos
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado aos demais grupos e #p<0,01 quando comparado com 0s grupos
Controle e AC.

Figura 7: Efeito da melhora do condicionamento aerobio nas células
mononucleares peribronquicas
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com os grupos nao sensibilizados.
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As expressdes de células inflamatdrias de IL-4, IL-5 e IL-13 foram
analisadas no compartimento peribrénquico. O condicionamento aerébio em
animais nao sensibilizados ndo modificou a densidade peribronquica de
células inflamatérias positivas para IL-4, IL-5 e IL-13 (respectivamente,
figuras 8, 10 e 11). A sensibilizagdo a OVA aumentou em aproximadamente
250 vezes a densidade paribrénquica de células inflamatdrias positivas para
IL-4, IL-5 e IL-13 quando comparado aos grupos nao sensibilizados
(*p<0,01). Estes aumentos foram totalmente inibidos quando os animais
sensibilizados a OVA foram submetidos ao condicionamento aerdbio

(Figuras 8, 10 e 11).

Figura 8: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na densidade
peribrénquica de células inflamatorias positivas para IL-4
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.
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Os painéis de fotomicrografias representam, respectivamente, a
expressdo de células inflamatérias peribronquicas positivas para IL-4 nas

vias aéreas.

Figura 9:

A: Controle; B: OVA; C: AC; D: AC+OVA
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Figura 10: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na densidade
peribrébnquica de células inflamatoérias positivas para IL-5
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos e #p<0,01 quando comparado com 0s
grupos Controle e AC.

Figura 11: Efeito da melhora do condicionamento aer6bio na densidade
peribrbnquica de células inflamatérias positivas para IL-13
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.
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Foram avaliadas as expressoes das quimiocinas RANTES e eotaxina
no compartimento peribrédnquico. Somente a expressdo de RANTES no
grupo sensibilizado OVA apresentou um aumento das células inflamatorias

quando comparado aos outros grupos.

Figura 12: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na expressao de
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.
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Figura 13: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na expressao da

eotaxina
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. Nao foram encontradas
diferengas entre os grupos.

Foram avaliadas as expressdes das moléculas de adesédo ICAM-1 e
VAM-1 no compartimento peribronquico. As expressdes de ICAM-1 e VCAM-
1 ndo foram modificadas pelo condicionamento nos animais néao
sensibilizados. O grupo OVA aumentou em 50% a expressao de VCAM-1 e

ICAM-1 quando comparado com os grupos n&o sensibilizados *p<0,05.
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Figura 14: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na expressao de
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.

Figura 15: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na expressao de

VCAM-1
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos e #p<0,01 quando comparado com 0s
grupos Controle e AC.
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O condicionamento aerébio em animais ndo sensibilizados n&o
modificou a proporgao de volume de fibras colagenas, elasticas, a expressao
de TGF-B e VEGF nas vias aéreas (respectivamente, figuras 16, 17, 18 e
19). O grupo sensibilizado (OVA) aumentou a proporc¢ao de fibras colagenas
e elasticas nas vias aéreas, sugestivo de remodelamento nas vias aéreas,
inibindo a deposicéo das fibras colagenas e elasticas, quando comparado ao
grupo OVA. (Figura 15, 16) (p<0,01, p<0,05, respectivamente). As
expressdes de TGF-B e VEGF também aumentaram no grupo OVA (p<0,01)
e este aumento foi inibido no grupo OVA+AC (Figuras 18 e 19,

respectivamente).

Figura 16: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na proporgao de
volume das fibras colagenas
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.
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Figura 17: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na proporgao de
volume das fibras elasticas
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,05 quando
comparado com todos os demais grupos.

Figura 18: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na expressao de

TGF-B
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.
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Figura 19: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na expressao de

VEGF
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.

As expressbes de células inflamatérias de IL-2, INF-y e citocina
regulatoria IL-10 foram analisadas no compartimento peribrédnquico. O
condicionamento aerébio em animais sensibilizados nao modificou a
densidade peribrénquica de células inflamatérias positivas para IL-2, INF-y e

IL-10 (respectivamente, Figuras 20, 21 e 22).
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Figura 20: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na expressao de
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. Nao foram encontradas
diferengas entre os grupos.

Figura 21: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na expressao de
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. Nao foram encontradas
diferencgas entre os grupos.
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Figura 22: Efeito da melhora do condicionamento aerdbio na expressao de

IL-10
NE1000— *
£ BB
¥
T 750-
(&]
(@]
i 1
= 500-
E — —
§ _r_ T
5 20 = —
& 1
0
\go\@ vg) OAV x?g)
N \g
P QA

Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. *p<0,01 quando
comparado com todos os demais grupos.

Figura 23: Efeito da melhora do condicionamento aerébio na expressao de
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Os valores estao expressos em box plot. O detalhamento do box plot e dos grupos
estdo descritos, respectivamente, na Figura 1 e Tabela 1. Nao foram encontradas
diferengas entre os grupos.
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5-DISCUSSAO

Os dados do presente estudo demonstram que o condicionamento
fisico aerdébio prévio inibiu os seguintes parametros: 1) a produgao
imunoglobulinas especificas; 2) a migracao de eosindfilos e linfécitos para as
vias aéreas; 3) a expressao de citocinas Th2 pelas células inflamatérias; 4) a
expressao de moléculas de adeséao; 5) a expressao de quimiocinas; e, 6) o
remodelamento das vias aéreas. Conjuntamente, estes resultados sugerem
fortemente que a melhora no condicionamento fisico aerébio modula a
sensibilizagcdo alérgica e, consequentemente, a inflamagdo pulmonar
alérgica crbénica e o remodelamento das vias aéreas.

A imunoglobulina E (IgE) é fundamental para o desenvolvimento da
resposta alérgica e tem um papel ndo somente na resposta imediata como
também na resposta tardia. O envolvimento da mediagao de IgE na resposta
alérgica das vias aéreas pode ser verificado em estudos onde o tratamento
de pacientes asmaticos alérgicos com anticorpos monoclonais anti-IgE
reduziu a migragdo de eosinodfilos para as vias aéreas (54). Em nosso
modelo experimental, a melhora do condicionamento fisico aerdbio antes da
sensibilizagdo, surpreendentemente, inibiu a produgcdo de IgE e IgG1
especificos para a ovalbumina (OVA). Existem poucos estudos avaliando o
efeito do condicionamento fisico na resposta alérgica, mais especificamente,
na produg¢ao de imunoglobulinas. Vieira e colaboradores (2007) avaliaram o
efeito do condicionamento fisico aerébio em camundongos sensibilizados e

nao encontraram alteracées os niveis de IgG1 e IgE especificas para OVA
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(45).Por outro lado, Pastva et al. (2004) avaliaram o efeito do
condicionamento fisico aerdbio sobre os niveis de IgE e mostraram uma
reducdo parcial da IgE especifica para OVA, porém sem alteragcbes nos
niveis de IgE total (44). A diferenca observada entre estes 2 estudos pode
ser, pelo menos parcialmente, explicado pelo protocolo experimental
utilizado. Neste sentido, Vieira iniciou o treinamento fisico dos animais apos
os 14 dias do protocolo de sensibilizagdo enquanto no estudo de Pastva o
condicionamento fisico foi iniciado simultaneamente a sensibilizagdo. Visto
conjuntamente, estes resultados sugerem que a melhora do
condicionamento aerobio antes ou simultaneamente com o inicio das
sensibilizagdes alérgicas pode inibir a producdo de imunoglobulinas
alérgicas especificas.

A regulagdo da resposta imune no processo alérgico parece estar
envolvida com o balango Th1/Th2 (55,56). Esta regulagdo € denominada a
hipétese da higiene e sugere que a reacgao alérgica pode ser modulada por
um desbalanco entre a regulagdo dos linfocitos Th1/Th2 que se auto-
regulam por feedback negativo durante o processo imune (55). No presente
estudo, observamos que a melhora do condicionamento fisico aerébio levou
a uma inibicdo na expressao das citocinas Th2, sem, entretanto, alterar a
expressdo das citocinas Th1. Estes resultados ndo sugerem a nossa
hipotese inicial e reforcam que os mecanismos imunolégicos envolvidos nas
doencas alérgicas podem ser mais complexos do que os definidos por uma
simples dicotomia da hipotese da higiene. Estudos transversais e

longitudinais tém demonstrado uma forte associacédo entre o nivel das
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citocinas Th2 e a severidade das doencas atdpicas, porém o papel das
citocinas Th1 nas doencgas atépicas permanece controverso (57). Entretanto,
0S nossos resultados devem ser vistos de maneira cautelosa porque, apesar
de ndo termos observado alteracdes na expressao de IFN-y e IL-2 ao final
do protocolo de sensibilizagdo, ndo podemos excluir possiveis alteragdes na
expressao destas citocinas durante o protocolo de treinamento fisico e/ou
sensibilizagdo. Estudos investigando o papel das citocinas Th1 em modelos
experimentais na resposta alérgica mostram que transferéncia de linfécitos
Th1, em animais naive, aumenta sua migragdo para o pulmio, sem,
entretanto, inibir a acao de linfécitos Th2 e o desenvolvimento do processo
inflamatorio alérgico crénico (58). No entanto, sdo necessarios mais estudos
para melhor compreender a interacdo entre estas células na reposta
alérgica.

Existe hoje um conjunto de evidéncias sugerindo que o treinamento
fisico aerdbio traz beneficios importantes para o paciente alérgico como o
asmatico, entretanto os mecanismos pelo qual isto ocorre ainda sao pouco
compreendidos. A hipétese mais aceita € de que o treinamento fisico aerébio
aumenta da capacidade ventilatéria trazendo assim outros beneficios como
a melhora da capacidade fisica, diminuicdo da dispnéia e do broncoespasmo
induzido por exercicio. Entretanto, resultados recentes mostram que o
treinamento fisico também pode reduzir a necessidade do uso de corticéides
e broncodilatadores de longa duragcdo sugerindo que ele poderia ter um
possivel efeito antiinflamatério aerdbio na asma (59-61). Neste sentido,

Pastva et al. (2004) foram os primeiros a mostrar que a atividade aerébia de
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intensidade moderada reduz a inflamagao alérgica das vias aéreas num
modelo experimental em camundongos (45). Apesar de estes autores terem
mostrado que o treinamento fisico aerébio de intensidade moderada reduz o
numero de células inflamatdrias nas vias aéreas num modelo experimental
de asma que era predominantemente neutrofilico o que reduziu a sua
relevancia clinica. Por outro lado, Vieira et al. (2007) mostrou que o
treinamento fisico num modelo eosinofilico de asma reduziu a migragao
destas células para as vias aéreas reforcando a hipétese de que o
treinamento fisico possa ter um papel antiinflamatério nas reagées alérgicas
(45).

Apesar do papel do treinamento fisico nas reacbes alérgicas
permanecer pouco compreendido, estudo clinico e experimental sugerem
que o treinamento fisico aerdbio modula o sistema imune (33, 36, 38, 62).
Em individuos saudaveis, uma uUnica sessdo de exercicio de alta intensidade
aumenta o numero de linfocitos, porém ao término da atividade, ha uma
queda destas células para valores abaixo daqueles avaliados antes do
exercicio (33). Interessantemente, esta queda parece estar mais relacionada
com a diminuicdo do numero de linfécitos Th1 sem modificagcdo do numero
de linfécitos Th2 visto que ha um aumento da expressdo de IFN-y sem
alteracao dos niveis de IL-4 (63, 64). Por outro lado, ndo ha um consenso
sobre o efeito crébnico do exercicio fisico na resposta imune. Existem
evidéncias de que a melhora do condicionamento fisico diminuir a atividade
proliferativa de linfocitos, efeito este que pode aumentar ou permanecer

inalterado em funcgao da intensidade do treinamento fisico (33). Shinkai et al.
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(1995) demonstraram que individuos idosos ativos apresentam niveis
maiores de IL-2, IL-4 e IFN-y (65). Adicionalmente, Kohut et al. (2001)
observaram que o treinamento aerdbio de intensidade moderada realizado
durante 8 semanas em camundongos idosos aumentou a producido de
citocinas Th1 em resposta a um agente infeccioso sugerindo uma melhora
da resposta imune adaptativa (66). Porém, como dito anteriormente, o papel
do exercicio fisico na resposta alérgica permanece pouco compreendido.

Em nosso modelo animal alérgico crbnico induzido pela OVA, foi
observado um grande aumento na expressao das citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e
IL-13) pelas células inflamatérias que foi inibido pelo treinamento fisico
aerobio. Existem evidéncias de que as citocinas Th2, principalmente a IL-4 e
a IL-5, atuam diretamente e/ou indiretamente promovendo a diferenciagao e
a proliferacdo bem como aumentam o recrutamento e a sobrevivéncia das
células inflamatdrias no processo alérgico (33). Estes dados sugerem que a
reducdo do nivel destas interleucinas pode ter inibido a inflamagéao
pulmonar. Por outro lado, a IL-4 também esta envolvida na producdo de
imunoglobulinas o que poderia também explicar a redugdo na produgao
destes anticorpos observada pelo condicionamento fisico no nosso modelo
experimental.

Os efeitos das citocinas nas doencgas alérgicas e em modelos
experimentais de inflamagdo pulmonar alérgica crénica sao bastante
complexos e envolvem a participagao de outras citocinas Th2. A IL-5 parece
também estar envolvida na producgao, ativacao de eosinodfilos e perpetuacao

da eosinofilia. Neste sentido, animais deficientes de IL-5 n&o apresentam
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uma resposta eosinofilica pulmonar apds o desafio antigénico especifico (67,
68). A IL-5 tem um papel importante na estimulacdo da producido de
eosindfilos e de receptores de IL-5 pela medula éssea (69). Deste modo, a
exposigao a alérgenos e dos niveis de IL-5 aumentam a producgao de células
progenitoras de eosindfilos e basofilos responsivos a IL-5 levando a um
aumento de recrutamento das células nas vias aéreas (70). Vistos
conjuntamente, podemos especular que os efeitos inibitérios do
condicionamento fisico aerébio na expressao da IL-5 podem também estar
relacionado a redugado na producao de eosindfilos enquanto a inibicdo na
expressao da IL-4 pode estar relacionada com a inibicdo da produgao de
imunoglobulinas e a migracao de eosindfilos para a via aérea.

No presente estudo, verificamos também que a exposigcao alergénica
aumentou de maneira significativa a expressao de IL-13 que foi inibida pela
melhora do condicionamento fisico aerébio. A IL-13 junto com a IL-4
promove o recrutamento de eosinodfilos para o sitio inflamatério através de
diversas maneiras como, por exemplo, através da expressao VCAM-1 no
endotélio vascular. A infiltracdo eosinofilica € muito relevante nas doencas
alérgicas porque acarreta em lesdo epitelial, secre¢cdo de muco,
hiperresponsividade das vias aéreas e estimulam o remodelamento das vias
aéreas (71, 72).

O nosso modelo de inflamagao alérgica apresentou caracteristicas de
remodelamento tanto de vias aéreas demonstrados pelo aumento da
deposigao de fibras colagenas e elasticas nas vias aéreas, componentes da

matriz extracelular que determinam em grande parte o comportamento
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mecanico do tecido pulmonar. Visto que o remodelamento das vias aéreas
tem sido considerado uma consequéncia do processo inflamatorio
eosinofilico cuja perpetuagao é orquestrada pelos linfocitos Th2, os nossos
resultados sugerem fortemente que o condicionamento fisico pode também
reduzir a cronicidade da doencga pulmonar alérgica cronica. Recentemente,
foi verificado que individuos que sdo mais fisicamente ativos apresentam
uma menor hiperreponsividade brénquica o0 que pode sugerir uma
implicagao entre os nossos achados e estudos clinicos (73).

As quimiocinas RANTES e eotaxina também apresentam um
importante na inflamacéao alérgica e no remodelamento das vias aéreas visto
que elas tém um forte efeito quimioatrativo para as células inflamatoérias (74).
Entretanto, para que a célula migre para o sitio inflamatério, também ¢é
necessaria a modulagao pelas moléculas de adesao, no caso, a ICAM-1 e a
VCAM-1 que contribuem para a inflamagao eosinofilica das vias aéreas (75,
76). Interessantemente, 0 nosso modelo experimental de inflamacao alérgica
apresentou uma expressao aumentada de RANTES e de ICAM-1 e VCAM-1
pelas células inflamatdrias que foram inibidos pelo condicionamento fisico
aerobio prévio. Deste modo, podemos sugerir que a melhora do
condicionamento pode ter modulado a migragao eosinofilica pela modulagéo
da expressdao de interleucinas Th2 e/ou pela expressdao de fatores
quimioatrativos e moléculas de adesao.

Os fatores de crescimento como a TGF-f e VEGF tém um papel
importante no remodelamento das vias aéreas. O TGF-B promove o

remodelamento das vias aéreas (77, 78) enquanto o VEGF pode também
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mediar a inflamacéo das vias aéreas e o remodelamento das vias aéreas
nas doencgas alérgicas. Nossos resultados mostram que a inflamagéao
pulmonar alérgica crénica apresentava um aumento da expressao de TGF- 3
e VEGF que foram reduzidos pela melhora do condicionamento fisico
aerobio. Vistos em conjunto com os resultados previamente demonstrados,
nossos resultados sugerem que a melhora no condicionamento aerdbio o
remodelamento das vias aéreas, provavelmente decorrentes da reducédo da
migracao eosinofilica.

Para melhor compreendermos os mecanismos pelo qual o exercicio
reduziu a inflamacao alérgica observada em nosso estudo, avaliamos a
expressao de citocinas Th1 que parecem ter papel imunorregulador
desencadeado pelo exercicio fisico (79). Entretanto, nossos resultados
mostram que o condicionamento aerdbio ndo modificou a expressao de IL-2
e IFN-y. Outra possivel modulagao da resposta imune desencadeada pela
melhora do condicionamento fisico observada em nosso estudo poderia ser
desencadeada através de um aumento da expressao de IL-10, citocina
regulatoria que tem sido mostrada exercer um papel antiinflamatério nos
sistemas cardiovascular e metabdlico desencadeado pelo condicionamento
fisico aerdbio (36, 38). Nossos resultados mostram que a inflamagao
pulmonar alérgica aumentou a expressao de IL-10 e que, ao contrario do
que esperavamos, o0 condicionamento fisico reduziu estes niveis
descartando assim o envolvimento desta citocina como imunorregulador
neste modelo experimental. Por ultimo, avaliamos os niveis da

prostaglandina E; (PGE;) no lavado broncoalveoar visto que este
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eicosanodide parece ter um efeito antiinflamatério inibir tanto a fase inicial
quanto a fase tardia do processo alérgico, atenuando a inflamagao
eosinofilica (80). Entretanto, o exercicio fisico nao alterou os niveis da PGE>
sugerindo a sua nao participagdao no nosso modelo experimental.

Relevancia clinica: As reagdes alérgicas podem ocorrer com maior

intensidade nos dois extremos da vida humana, na infancia e em idosos,
quando o sistema imune esta mais propenso a resposta Th2 (42, 81).
Interessantemente, é também nestas duas fases da vida humana, onde os
individuos estdo mais suscetiveis ao descondicionamento fisico (82). Assim,
0s nossos dados sugerem, pela primeira vez, que a melhora do
condicionamento fisico aerébio tem um papel inibitério no desenvolvimento
da inflamacgao alérgica, alteracbes estas que parecem ser decorrentes da
inibicdo da resposta Th2 (expressdao das citocinas e a inflamagéao
eosinofilica). Apesar de compreendermos que os resultados obtidos no
presente estudo ndo podem ser transpostos de imediato para a pratica
clinica, podemos sugerir que o condicionamento fisico aerdbio pode inibir a

maior incidéncia da resposta alérgica nos individuos.
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5-CONCLUSOES

Concluimos que a melhora no condicionamento fisico aerébio parece
ter um papel preventivo no desenvolvimento da sensibilizacdo alérgica e da
inflamacao e remodelamento das vias aéreas observado pelas nas seguintes
variaveis:

- inibicdo da expressao de imunogloulinas especificas;

- inibicdo da expressao de citocinas Th2;

- e, pela redugao da producéao de fibras colagenas e elasticas.

Entretanto, o mecanismo pelo qual o exercicio fisico desencadeia
estes efeitos ainda nao esta totalmente comrpeendidos e parece que isto
nao ocorre pela modulagado dos niveis de citocinas Th1 e IL-10 bem como

pela modulacédo de PGE-.
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