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RESUMO



Olivo, CR. Efeito do condicionamento fisico aerébio de moderada
intensidade na inflamacdo pulmonar alérgica crébnica e na
hiperresponsividade bronquica a metacolina em cobaias sensibilizadas
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao
Paulo; 2009. 55p.

O treinamento fisico (TF) melhora a resposta imune de individuos saudaveis
e traz beneficios para o paciente asmatico, mas seu papel na resposta
alérgica é desconhecido. Objetivo: Avaliar o papel do TF de moderada
intensidade na inflamagao pulmonar alérgica cronica. Métodos: 54 cobaias,
divididas em 4 grupos: grupo controle (C) (ndo sensibilizados e néao
treinados), grupo OVA (sensibilizados a ovalbumina (OVA) e nao treinados),
grupo treinamento fisico (TF) (ndo sensibilizados e submetidos a um TF), e
grupo OVA+TF (sensibilizados a OVA e submetidos a um TF). A
sensibilizacao a OVA teve duracédo de 8 semanas e o programa de TF de 6
semanas iniciando 15 dias apds o inicio da sensibilizagdo. Cada grupo foi
dividido em 2 subgrupos. No primeiro foi avaliada a inflamag&o pulmonar e
0s niveis de 6éxido nitrico exalado (NOex) e no segundo, a
hiperresponsividade brénquica a metacolina (Mch). Resultados: A
sensibilizacdo a OVA induziu a um aumento da densidade de eosindfilos e
linfécitos, expressao de IL(interleucina)-4 e IL-13 e na espessura do musculo
liso na via aerea assim como espessura do epitélio comparado aos animais
nao-sensibilizados (p<0,05). Os animais do grupo OVA+TF apresentaram
uma reducao da densidade de eosindfilos, linfocitos, IL-4 e IL-13 comparado
com o grupo OVA (p<0,05). Nem a sensibilizacdo cronica a OVA ou TF
influenciaram a expressao das citocinas Th1 (IL-2 e IFN-y) ou a expresséao
das citocinas regulatorias (IL-10 e IL-1-ra) e nos niveis de NOex. Os grupos
que realizaram TF tiveram aumento na espessura do epitélio quando
comparados com grupos nao-treinados embora ndo ha diferenga entre os
grupos na avaliagdo da hiperresponsividade brénquica. Conclusao: Nossos
resultados sugerem que o TF reduz a inflamagéao alérgica sem modificar a
hiperresponsividade bronquica e o remodelamento das vias aéreas.
Descritores: Asma, Condicionamento fisico animal, cobaias, ovalbumina,
hiperreatividade brénquica, metacolina.



SUMMARY



Olivo, CR. Effects of aerobic physical training with moderate intensity on
chronic airway inflammation and bronchial hyperresponsivity to a
methacoline in sensitized guinea pig. [disertation]. Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 55p.

Background: Aerobic training (TF) has a positive effects on health subjects
and bring benefits on the immune system of asthmatic patients. However, its
role on allergic immune response remains poorly understood. Objective: To
evaluate the effects of TF in chronic allergic inflammation. Methods: Fifty-
four animals, divided in 4 groups: non-trained and non-sensitized (C), non-
sensitized and aerobic exercise (TF), ovalbumin sensitized and non-trained
(OVA), and sensitized and aerobic exercise (OVA+TF). OVA or saline
sensitization was performed during 8 weeks. TF was performed in a treadmill
during 6 weeks beginning in the 3" week of sensitization. Each group were
divided in two groups. In the first one, it was evaluated airway inflammation
and levels of exhaleted oxide nitric (NOex), on the second, airway
hyperresponsiveness to a methacholine (Mch). Results: OVA sensitization
induced an increase in the eosinophils and lymphocytes counting, expression
of IL-4 and IL-13 and the amount of airway smooth muscle and epithelium
thickness compared to non-sensitized animals (p<0.05). Sensitized animals
submitted to TF presented a reduction in the eosinophil and lymphocyte
counting, expression of IL-4 and IL-13 compared with OVA group (p<0.05)
but not OVA-induced changes in airway remodeling (p>0.05). Neither OVA
nor TF induced any difference in the expression of Th1 (IL-2 and IFN-y) and
regulatory cytokine (IL-10 and IL1-ra) and the levels of NOex. Trained groups
presented an increase in epithelium thickness as compared to the non-
trained groups however we did not find difference between groups on
hyperresponsiveness avaliation. Conclusion: Our results suggest that TF
reduces allergic airway inflammation without changes in bronchial
hyperresponsiveness and airway remodeling.

Descriptors: Asthma, Physical conditioning animal, Guinea Pig, Ovalbumin,
Bronchial hyperreactivity, Methacholine.
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Introdugéo

1 INTRODUCAO

A asma é uma doenca inflamatéria alérgica crénica das vias aéreas
na qual participam células e mediadores celulares (GINA, 2006). E
caracterizada pela hiperresponsividade das vias aéreas e limitacao variavel
ao fluxo aéreo, reversivel espontaneamente ou com tratamento (IV Diretrizes
Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006). A asma pode se desenvolver
durante a infancia ou vida adulta. (Fireman, 2003)

O excessivo estreitamento da via aérea, edema da parede brénquica,
descamacao das células epiteliais, infiltrado de celulas inflamatérias
(principalmente eosindfilos) e tampao mucoso estdo presentes na crise de
asma (Lucas, 2005). Clinicamente, os sinais e sintomas mais usuais sao:
falta de ar, chiado, tosse, aperto no peito e producdo aumentada de muco
(Fireman, 2003). Os fatores gatilhos mais comuns da asma sao: infecgao
viral, alergia, exercicio, irritantes como cigarro, odores fortes, poeira, entre
outros.

A prevaléncia, severidade e hospitalizacbes em decorréncia da asma
tem aumentado muito nas ultimas 4 décadas (Lucas, 2005). Estima-se que
150 milhdes de pessoas sejam afetadas pela doenca em todo o mundo
(GINA, 2006). No Brasil, ocorrem, anualmente, cerca de 350.000 internagées
pela doenca que constitui a quarta causa de internacdo pelo Sistema Unico
de Saude (2,3% do total) e a terceira entre criancas e adultos jovens (IV
Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006). Esse aumento na

prevaléncia e consequente alto custo da asma tem sido descrito por alguns
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autores como reflexos do estilo de vida ocidental, ou seja, a melhora nas
condicbes de higiene e no controle das infec¢des teriam reduzido a
exposicao a “carga” microbial durante a infancia liderando uma polariza¢ao
de células Th2. Teoria esta que suporta a hipétese da higiene (Strachan,
1989).

Além disso, o custo direto (utilizagdo dos servicos de saude) e indireto
(diminuicdo da produtividade e prejuizo da qualidade de vida) da asma é
bastante elevado. Em 1996, foram gastos, aproximadamente, 76 milhdes de
reais com internacdes por asma, o que correspondeu a 2,8% do gasto total
anual e o terceiro maior valor com uma doenga (IV Diretrizes Brasileiras para
o0 Manejo da Asma, 2006). Assim, apesar do grande avanco no
entendimento da fisiopatologia da asma e no desenvolvimento de
medicamentos especificos para seu tratamento, a morbidade e a

mortalidade da doenca ainda se encontram em niveis elevados.

1.1 Imunologia da Asma

A asma é uma doenca de carater predominantemente alérgico. Para o
seu desenvolvimento ocorre, inicialmente, o que chamamos de
sensibilizacdo. Nesse processo, as células dendriticas presentes no trato
respiratério sdo apresentadoras de antigeno e os apresentam para 0s
linfécitos T (Bharadwaj et al 2007) que ap6s passarem por diversas

alteragdes funcionais adquirem um padrao fenotipico do tipo 2 (Th2) (Calich

Clarice Rosa Olivo
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e Vaz, 2001). A diferenciagdo dessas células Th2 ocorre em resposta a
exposicao a alérgenos sob a influéncia da interleucina (IL)-4 que tem sido
reconhecida como chave fundamental na patogénese da asma e na
inflamacao dos pulmdes. Os linfocitos Th2 ativados produzem as IL-4, IL-5 e
IL-13. A IL-5 é especialmente responsavel pela ativagdo da cascata
eosinofilica, IL-4 e IL-13 pela producao de IgE através das células B. Ja os
linfécitos Th1 sao diferenciados sob a influéncia da IL-12 e secretam
primariamente IL-2 e interferon-gamma (IFN-y) que tem um papel importante
na destruicao intracelular de micrébios fagocitados (Renauld, 2001; Packard
& Khan, 2003; Ngoc et al, 2005).

Além disso, a interagdo das células dendriticas, ja citadas, com os
linfécitos T auxiliadores faz com que os linfécitos B sejam estimulados
produzindo imunoglobulinas E (IgE) que, quando liberadas na circulacéo, se
ligam a receptores de alta afinidade presentes na superficie dos mastécitos
resultando na sintese e liberacdo de uma variedade de mediadores
inflamatérios (Hamelmann et al, 1999). O processo de sensibilizacdo ainda
inclui a formagao de uma membéria celular que pode se localizar em 6rgaos
linfaticos periféricos ou em tecidos inflamados (Sallusto et al, 1999) e que
respondem rapidamente a um segundo estimulo de antigenos e
desencadeiam a resposta imune.

Ap6és o individuo estar sensibilizado, uma nova exposi¢ao ao antigeno
desencadeara uma resposta inflamatéria em 2 fases (Ferreira, 2004). Na
primeira, o contato com o antigeno ativa os mastocitos e leva a liberagéao de

mediadores inflamatérios tais como histamina, leucotrienos e prostaglandina.

Clarice Rosa Olivo
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Simultaneamente a esse processo, havera o inicio da segunda fase com
ativagcao das células centrais de memoria Th2 e células B, que migram para
o pulmao e aumentam o recrutamento e a atividade leucocitaria. Os linfocitos
Th2 também estimulam a producdo de eosinéfilos na medula 6ssea que
ocorre pela sinalizacao de IL-5, responsavel pela proliferacéo, diferenciacao,
sobrevivéncia e ativacao de eosindfilos na medula 6ssea e também pela
liberacdo de eosindfilos maduros para a circulagdo bem como possui um
papel quimioatrativo para estas células (Carlson et al 1993; Lampinen et al,
2004). A IL-5 também é capaz de bloquear os efeitos inibitérios da IL-2 sobre
a migracao de eosindfilos (Bossé et al, 1996; Levi-Schaffer et al, 1996).

A IL-4 é outra citocina Th2 que esta envolvida na inflamacao pulmonar
alérgica. A IL-4 é capaz de perpetuar a ativagdo de mastdcitos, responsaveis
pela liberacdo de IgE e Imunoglobulina gamma-1 (IgG1), induzir o
recrutamento e a ativacao de eosindfilos e também estimular as células
epiteliais a produzirem muco (Lampinen et al, 2004; Rothenberg & Hogan,
2006). Todo esse processo ja foi verificado em modelos experimentais de
inflamacéao alérgica crénica utilizando ovalbumina (OVA) como antigeno
(Bruijnzeel, 1994; Lampinen et al, 2004).

Muitos estudos sugerem que a fisiopatologia da asma esta vinculada
a um possivel desbalanco Th1/Th2 e existem evidéncias de que a resposta
alérgica ocorreria devido a um efeito de feedback negativo. Ou seja, o
aumento da ativagao das células Th1 leva a uma inibicdo das células Th2 e
vice-versa. No caso do aumento da resposta Th1, ocorreria um aumento da

expressao de IFN-y que inibe a infiltracao eosinofilica, a producao de muco e
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a hiperresponsividade brénquica causadas pela acao de Th2 (lwamoto et al.,
1993; Cohn et al., 1999; Huang et al., 2001). Entretanto, outros estudos
sugerem que as células Th1 podem influenciar positivamente no processo
alérgico, inclusive potencializando os efeitos Th2 nos estagios primarios da
inflamacao (Randolph, 1999; Hansen et al., 1999). Neste caso, acredita-se
que a potencializacdo possa estar relacionada a uma cooperacédo entre 0s
linfécitos Th1 e os Th2 para os pulmdes (Randolph et al., 1999; Stephens et
al., 2002). Com isso, nota-se que 0s mecanismos que envolvem a asma sao
muito complexos e ndo podem ser exclusivamente explicados somente pelo

desbalanco Th1/Th2 (Ngoc et al 2005).

1.2 O Oxido Nitrico e a Asma

O éxido nitrico € um mediador inflamatério sintetizado continuamente
pelas células a partir do aminoacido L-arginina, através das enzimas NO
sintase. Apresenta um efeito relaxante na musculatura lisa das vias aéreas
em humanos in vitro (Gaston et al., 1993) embora n&o tenha efeito sobre a
funcdo pulmonar de individuos normais (Hogman et al., 1993; Kacmarek et
al., 1996).

O NO é produzido em grande quantidade pelas células epiteliais de
individuos asmaticos (Hamid et al., 1993), seus niveis exalados (NOex)
estdo aumentados nestes pacientes (Alving et al., 1993; Kharitonov et al.,

1994) podendo estar reduzidos apds corticoideterapia (Yates et al., 1995),

Clarice Rosa Olivo
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sugerindo que o Noex pode ser um potencial marcador para controle do grau
de inflamagédo nesses individuos, além de ter a vantagem de a sua
mensuracao ser simples e ndo invasiva.

Por outro lado, existem evidéncias sugerindo que o NOex nao tem
relacdo direta com a gravidade da asma (Dupont et al., 1998) tdo quanto
com o broncoespasmo causado pelo alérgeno na auséncia de inflamacao
(Ashutosh, 2000), mostrando-se apenas aumentado durante a exacerbacao
da asma e diminuido com a recuperagdao da mesma (Dupont et al., 1998).
Neste caso, o NO poderia servir para diferenciar entre a inflamacéo e o
broncoespasmo bem como servir de guia para a terapia medicamentosa
com esterdides e outros medicamentos antiinflamatérios. Niveis aumentados
de NOex também ja foram observados em doencas como rinite alérgica,
sindrome da doenca respiratéria aguda (ARDS). Entretanto, nestas
patologias, ao contrario do que ocorre na asma, os niveis de NOex nao

diminuem com o tratamento (Ashutosh, 2000).

1.3 O Remodelamento Brénquico na Asma

Nos ultimos anos, a relacdo entre a estrutura e funcdo da arvore
brénquica na asma tem sido objeto de estudos. Este interesse € decorrente
da queda da funcao pulmonar de carater irreversivel ao longo do tempo em
alguns pacientes asmaticos. Além disso, alguns estudos ainda mostram uma

alteracao persistente da funcdo pulmonar, embora esses pacientes possam

Clarice Rosa Olivo
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nao apresentar as manifestacées clinicas da doenca. Acredita-se que as
alteracdes estruturais, muitas delas definitivas, contribuem ou provocam as
alteragdes funcionais de carater irreversivel a observadas. Teoricamente, a
presenca da inflamagao crénica, com liberagdo de inUmeras substancias
mediadoras, pode agir em cada um dos compartimentos da via aérea
levando a alteracdoes anatémicas (Mauad, 2000).

Além disso, ha evidéncias que pulmdes de pacientes que faleceram
decorrente da asma apresentam uma acentuada hiperplasia da musculatura
lisa dos brénquios e bronquiolos, espessamento da membrana submucosa
basal, aumento da deposicdo de colageno e elastica, hipertrofia das
glandulas mucosas e edema de mucosa (Fireman, 2003), caracterizando o
remodelamento bronquico.

O remodelamento brénquico €, se ndo mais, a consequéncia
anatdbmica da acdo da inflamacgao crbnica na via aérea e espelha a falta de

reparo a injuria crénica (Irvin & Wenzel, 1995).

1.4 A Importancia da Atividade Fisica na Asma

Devido ao desconforto respiratério vivenciado durante a realizagao
das atividades de vida diaria ou durante atividades que requeiram algum
esforco, a maioria dos pacientes asmaticos modifica seu estilo de vida
reduzindo os niveis de atividade fisica para nao vivenciar a falta de ar

(Ludwick et al., 1985; Cochrane & Clark, 1990). Estes niveis reduzidos levam
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a uma reducdo na capacidade aerdbia e consequentemente ao
descondicionamento fisico aumentando a probabilidade destes pacientes
apresentarem uma reducao do limiar ventilatério (Cochrane & Clark, 1990).
O descondicionamento fisico pode estar presente até mesmo em pacientes
sob tratamento clinico-medicamentoso.

A possibilidade do exercicio vir a ser usado como parte do tratamento
de pacientes asmaticos surgiu em 1882, por Henry Hide Salter (Salter, 1882
apud Lucas, 2005). Hoje, sabe-se que asmaticos que praticam atividade
fisica de modo regular evidenciam uma redugdo do numero de sintomas
durante a pratica esportiva, fato também evidenciado pelo nimero de atletas
de elite asmaticos que participaram dos jogos olimpicos (Wilber et al, 2000;
Welsh, 2004).

Um programa de treinamento fisico elaborado para pacientes
asmaticos deve ter como objetivos: aumentar a capacidade fisica, a
coordenacao neuromuscular e a confianca. Um possivel mecanismo para se
explicar os beneficios da atividade fisica é de que a melhora da capacidade
aerdbia que ird aumentar o limiar ventilatério, diminuindo o volume minuto
durante o exercicio moderado. Além disso, existem evidéncias de que o
condicionamento fisico reduz a percep¢ao da broncoconstricdo e aumenta a
forca da musculatura respiratéria (Ram, 2009).

O numero de estudos clinicos avaliando o papel do condicionamento
fisico na melhora clinica de pacientes asmaticos vem aumentando
significativamente. Weinstein e colaboradores (1996) mostraram que

criangas asmaticas submetidas a um programa de condicionamento fisico
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apresentam uma reducao no numero de internacoes, visitas a pronto-
socorros, uso de corticoesterdides e consultas médicas ambulatoriais e que
este efeito permaneceu durante 4 anos subseqlientes ao programa. Além
disto, os autores mostraram uma reducédo dos custos com o tratamento da
doenca, mesmo quando considerado o custo da internacdo hospitalar das
criangas durante o periodo de reabilitagdo. Infelizmente, muitos estudos
sobre atividade fisica em pacientes asmaticos sao estudos nao controlados
e seus resultados perderam muito da sua importancia (Satta, 2000).

Nao existe um critério estabelecido para determinar o tipo de
treinamento fisico para o paciente asmatico e existem evidéncias de que
tanto o treinamento aerdbio de intensidade moderada ou intensa podem ser
benéficos para este paciente (Varray et al., 1991; Emtner et al., 1996). Ram
et al (2009), numa meta-analise recente, mostraram que a capacidade
aerdbia nos asmaticos aumenta em niveis semelhantes aqueles observados
em pessoas saudaveis. No entanto, a intensidade e a modalidade dos
exercicios ideais para estes pacientes ainda nao esta estabelecida.

Counil et al (2003) analisaram o efeito do treinamento aerdbio e
anaerébio em criancas com asma moderada a grave e verificaram que
ambos sdo bem tolerados pelos pacientes sugerindo que o treinamento
anaerébio pode ser considerado dentro de um programa de reabilitacao.
Neder e colaboradores (1999) estudaram o impacto do treinamento aerébio
no tratamento clinico de criangas com asma persistente moderada e grave e
seus resultados mostram uma relacdo linear inversa entre a capacidade

aerdbia basal e o incremento aerébico bem como uma redug¢ao do uso de
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corticéides inalatérios. Além disso, estudos clinicos do nosso grupo
demonstraram que pacientes asmaticos submetidos a um programa de
treinamento fisico diminui o uso de corticdide sugerindo que a atividade
fisica pode ter um efeito anti-inflamatério nesses pacientes (Fanelli et al,
2007).

Outros estudos também tém mostrado que o treinamento traz
beneficios para os asmaticos tais como: melhora da capacidade fisica, da
tolerancia a crise asmatica e maior independéncia social e psicolégica bem
como reducado da incidéncia e frequéncia de crises asmaticas, de sintomas
de asma e do absenteismo escolar (Morton et al., 1981; Huang et al., 1989;
Strunk et al., 1991; Varray et al., 1991).

Do ponto de vista imunolégico, sabe-se que a atividade fisica pode
modificar a resposta de individuos asmaticos. Tal hipdtese encontra base
num estudo que mostra que o condicionamento fisico pode alterar o balaco
Th1/Th2 (Moyna et al., 1996). Embora muitos estudos sejam feitos com o
intuito de avaliar efeitos agudos do exercicio no sistema imunolégico, ainda
se sabe pouco sobre os efeitos crénicos neste sistema e ndo se chegou a
um consenso sobre a atividade proliferativa de linfécitos (Pedersen &
Hoffman-Goetz, 2000). Dados relativos a relagdo Th1/Th2 também séao
escassos na literatura.

Pastva et al. (2004) verificaram que camundongos submetidos ao
treinamento fisico de intensidade moderada atenua a expressao de IL-4, a
infiltracdo de células inflamatérias, a producdo de muco e a hipertrofia

epitelial. Além disso, Vieira et al (2007) mostraram que o treinamento fisico
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em camundongos pode ter um efeito anti-inflamatério observada pela
reducdo da expressao de IL-4 e IL-5, do numero de eosindfilos infiltrados
sem, entretanto, modificar a expressdao de citocinas Th1. Vistos
conjuntamente, estes resultados sugerem que o treinamento fisico modula a
resposta resposta imune através das citocinas Thy,

Devido as evidéncias de que o treinamento fisico, em modelos
animais, tenha um efeito modular na resposta inflamatéria associado ao fato
da melhora clinica em pacientes asmaticos, justifica-se a necessidade de

entendermos melhor 0os mecanismos pelos quais isto é obtido.
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2 OBJETIVOS

Em vista do previamente exposto, fica evidente que o
condicionamento fisico tem sido utilizado de maneira auxiliar no tratamento
do paciente asmatico, porém ainda se desconhece os beneficios deste tipo
de tratamento na inflamacao pulmonar.

Nossa hipétese de trabalho é de que o condicionamento fisico
modifica a resposta imune possivelmente aumentando a resposta Thi e
reduzindo a resposta Th2. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
papel do condicionamento fisico de moderada intensidade na inflamacao

pulmonar alérgica cronica.
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3 METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 54 cobaias Hartley machos pesando entre 250 e 280
gramas, adquiridas do Laboratério Medlab, alimentadas ad libitum e
mantidas em ciclo claro-escuro de 12 horas em temperatura ambiente de
20+2°C no Biotério do LIM-20 (Laboratério de Terapéutica Experimental) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). O
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da

FMUSP (protocolo 100/04).

3.2 Delineamento Experimental

As cobaias foram divididas em 4 grupos: ndo sensibilizados e nao
treinados (grupo Controle (C); n=13); ndo-sensibilizados e treinados (grupo
Treinamento Fisico (TF); n=14); sensibilizados a ovalbumina e ndo-treinados
(grupo Ovalbumina (OVA); n=13;); e nado sensibilizados e submetidos a um
treinamento fisico (grupo OVA+TF; n=14;). Cada grupo foi divido em 2

subgrupos e submetido a 2 protocolos experimentais diferentes. No primeiro,
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foi avaliada a inflamacao pulmonar e os niveis de éxido nitrico exalado e no

segundo, a hiperresponsividade brénquica a metacolina (Mch).

3.3 Protocolo de Sensibilizacdo Pulmonar Alérgica Crénica

Os animais foram cronicamente sensibilizados como previamente
descrito por Tibério et al. (1997). Resumidamente, os animais foram
submetidos a 7 sessdes de ovalbumina aerossolizada (OVA grau V, Sigma;
EUA) com a duragdo maxima de 15 minutos cada. Para isto, os animais
foram colocados em caixas de acrilico (30x15x20cm) acopladas a um
nebulizador ultra-sénico que gerou um aerossol de OVA. As inalagdes
ocorreram em dias intercalados, dias comerciais da semana (2%, 4*° e 6%°-
feiras), num periodo total de 15 dias. Nas primeiras 4 inalagbes, as cobaias
foram expostas a concentracdes de 1 mg/mL de OVA; na 52 e 62 inalacoes,
a concentracoes foram de 2,5 de mg/mL de OVA; na ultima inalagédo, os
animais foram desafiados pela exposicao de OVA numa concentracao de 5
mg/mL. A partir da 42 inalagéo, alguns animais apresentaram desconforto
respiratério (tosse ou tiragem intercostal) e o tempo de inalacao dos animais
foi determinado pelo aparecimento destes sintomas decorrentes da inalagao.
Para evitar possivel variabilidade na interpretacdo do desconforto
respiratério entre-observadores, a avaliacao destas alteracdes foi realizada
sempre por um unico observador. Ao término do processo de sensibilizacao,

os animais foram submetidos a um protocolo de inalacdo cronica, sendo
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expostos a 3 inalagdes semanais com doses crescentes OVA durante 6
semanas (5mg/mL nas duas primeiras semanas, 10mg/mL nas duas
semanas intermediarias e 20mg/mL nas duas ultimas semanas) e cada
sessao teve a duracao maxima de 15 minutos.

Os animais pertencentes aos grupos nao-sensibilizados (C e TF)
foram submetidos aos mesmos procedimentos de inalacdo, embora tenham

recebido salina aerossolizada (NaCl — 0.9%) ao invés de OVA.

3.4 Determinacao da Velocidade de Treinamento

Antes do inicio do estudo, os animais foram submetidos a um
protocolo de adaptacdo na esteira ergométrica com a finalidade de
aprendizado dos animais. Neste protocolo, os animais permaneciam na
esteira com uma inclinacdo de 8 graus a uma velocidade de 0,03 km/h,
durante 5 minutos nos 4 dias que antecederam o teste de esforgo inicial.

Antes do periodo de treinamento, cada cobaia foi submetida a um
teste de esforco maximo inicial, adaptado de Gava et al. (1995), que consiste
no aumento gradual da velocidade (0,3 Km/h) da esteira ergométrica a cada
3 minutos, numa inclinacéo de 8 graus. A velocidade maxima alcancada por
cada animal foi aquela na qual ele conseguia se manter em movimento
mesmo apos receber 10 estimulos mecanicos. Este teste foi também
repetido ao final do protocolo para verificar a melhora da capacidade de

exercicio dos animais.
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3.5 Protocolo de Treinamento Fisico

Os animais foram treinados em esteira ergométrica diariamente por
60 minutos, 5 dias por semana, durante 6 semanas (periodo da inalacao
cronica). Para os grupos de treinamento, a velocidade de treinamento foi de
50% da média aritmética da velocidade maxima alcangada pelo grupo no
teste de esforco. O treinamento aerdbio consistiu de 10 minutos de
aquecimento e 10 minutos de resfriamento, com velocidades variando entre
10 a 30% da carga maxima, e 40 minutos na velocidade de treinamento
estipulada.

Os animais nao-treinados mantiveram o protocolo de adaptagao na
esteira ergométrica até o final do periodo de treinamento dos grupos que

realizaram atividade fisica.

Sensibilizagao Inalagio Crénica Eutanasia
(1-5ma/smL OVA) (5-20 ma/ mL OVA)
I Adaplagdu I | I
0 7 14 Treinamento Fisico I 54 56 dias
| |
Teste Fisico Inicial Teste Fisico Final

Legenda: Protocolo de sensibilizacdo a OVA associado ao protocolo de
treinamento fisico
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3.6 Coleta e Mensuragdo do NO exalado (Noex)

Quarenta e oito horas apds a ultima sessao de treinamento fisico os
animais foram anestesiados com tiopental (170 mg/kg i.p.), traqueostomizados
com um tubo de polietileno e conectados a um ventilador mecanico para
roedores (Harvard, Rodent Ventilator Model 683) com volume corrente de 6
mL/kg e freqiiéncia respiratoria de 66 respiracoes por minuto (Ray et al., 1988).
A partir de entao, foi coletado o ar exalado para mensuracdo dos niveis de
Noex basal.

Para a coleta do Noex, utilizou-se sacos de Mylan e foi colhido o ar
expirado na valvula expiratéria do ventilador mecéanico sendo que, durante a
coleta, os animais respiraram ar ambiente (fiO.=0,21).Todas as amostras
foram analisadas no periodo de 24 horas apds sua coleta, como
previamente descrito por Mehta et al., 1997. As amostras de gas exalado
foram misturadas por 5 a 10 segundos antes da determinagcdo da
concentracéao do NO por quimioluminescéncia (Sievers 280). O equipamento
de andlise do NO é calibrado diariamente utilizando-se uma amostra de gas

com concentracao de NO conhecida.

3.7 Coleta de Sangue

Apbés a coleta do NOex, realizou-se uma incisdo de 3 a 4 cm na linha

mediana do abdémen do animal, e entdo coletada uma amostra de sangue
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da veia cava inferior. As amostras de sangue foram centrifugadas (5000 rpm
x 10 min, 5°C) e o soro aliquotado e armazenado a —70°C para analise dos

titulos de imunoglobulinas IgE e IgG1 especificos para OVA.

3.8 Estudo Morfométrico

Ap6s a coleta de sangue, os animais foram sacrificados por
exanguinacao da aorta abdominal e foi introduzido 5 mL de paraformaldeido
(4%) na céanula traqueal, foi removida a caixa toracica anterior e o pulmao
clampeado e retirado em bloco para imersédo imediata em paraformaldeido
(4%) por 24 horas para fixacao do tecido. Apds este periodo, o material foi
submetido as técnicas histoldgicas habituais com parafina, para obtencao de
cortes de 5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina para
quantificacdo do indice de edema peribrénquico, indice de broncoconstricao,
quantificacdo de musculatura lisa da via aérea e espessura do epitélio. As
coloracées de luna, picro sirius e resorsina-fucsina foram utilizadas,
respectivamente para quantificacdo de eosinéfilos e fibras colagenas e
elasticas.

O estudo morfométrico foi realizado com o auxilio de um microscépio
optico comum (CH30) Olympus e utilizada a técnica de contagem de pontos
com o auxilio de um reticulo de 50 retas e 100 pontos sobrepostos ao tecido
(10* um? de area total). Para cada indice realizado, foram escolhidas 5 vias

aéreas por lamina, de forma aleatéria. Para a quantificacdo de indice de
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edema peribrénquico, indice de contracdo da via aérea, quantificacdo da
espessura do epitélio e espessura da musculatura lisa presente na regiao
peribrénquica, as vias aéreas foram focalizadas no aumento de 1000x. Para
a quantificacdo das variaveis, foi contado o nimero de pontos do reticulo
que coincidiram com as areas estudadas. Cada valor foi entao dividido pelo
namero de interceptos que cruzavam a membrana basal correspondente.
Este método tem sido amplamente utilizado e descrito (Garcia et al., 1994;
Sakae et al., 1995; Warth et al., 1995).

A densidade dos eosinodfilos e linfécitos na parede da via area foi
quantificada utilizando o reticulo previamente descrito com aumento de 400x
e foi avaliado o numero de pontos que cairam fora da parede da via aérea
(entre a musculatura lisa da via aérea e a adventicia) e o numero de células
que se encontravam nesta area. A densidade de células foi dada pela
divisdo do nimero de células pela area, expressada em células/mm?.

A quantificacdo das fibras colagenas e elasticas na regido
peribrénquica foi quantificada pelo niumero de pontos que coincidiram com
os locais corados positivamente para cada coloracéo utilizada (picro sirius e
resorsina-fucsina, respectivamente) dividindo-se pelo numero de pontos que
cairam na area avaliada. A leitura foi realizada num aumento de 400x, e o
namero expresso em porcentagem como previamente descrito (Langas et al,

2006).
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3.9 Imunohistoquimica

As laminas foram previamente preparadas com (3-Aminopropil-
trietoxisilano) (Silane - Sigma) contendo os cortes histolégicos dos pulmdes.
Essas laminas foram previamente desparafinadas e hidratas e submetidas

aos seguintes procedimentos:

Etapa 1 — Recuperacdo antigénica: através de Proteinase K por 20 minutos

(37°C) seguidos de descanso de 20 minutos em temperatura ambiente.
Ap0és este periodo, as laminas foram lavadas em PBS.

Etapa 2 — Blogueio e Incubacdo com Anticorpo Primario: O bloqueio da

peroxidase enddgena realizou-se com agua oxigenada (H>O2) 10V 3% (3 x
10 minutos), seguidos de incubagcdo com os anticorpos primarios: anti-IL-5
(sc-7885; Santa Cruz), anti-IFN-gama (sc-8308; SantaCruz), anti-IL-2 (sc-
7896; Santa Cruz) e anti-IL-4 (sc-1260; Santa Cruz), anti-IL-10 (sc-1783;
Santa Cruz), anti-IL-13(sc-1776; Santa Cruz ), anti-IL-1ra (sc-8482; Santa
Cruz) diluidos em BSA na proporcao de 1:150 (IL-5) 1:150 (IFN-gama),
1:150 (IL-2) e 1:300 (IL-4),1:50 (IL-10), 1:150 (IL-13), 1:120 (lL-1ra) os quais
foram aplicados sobre os cortes de tecidos relativos ao grupo intervencéo e
ao controle (positivo e negativo, respectivamente), e as laminas incubadas
“overnight”.

Etapa 3 — Incubacdo 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 incubacado do anticorpo secundario,
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seguira o bloqueio da peroxidade endégena com H.0.10V 3% + metanol
(1:1) (2 x 10 minutos) e posteriormente incubagdo com o complexo.

Etapa 4 — Revelacdo: Seguiu-se a lavagem das laminas em PBS e revelacao

pelo cromégeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co, Saint
Louis, Missouri, EUA).

Etapa 5 — Contra-Coloracao e Montagem das Laminas: As laminas foram

lavadas abundantemente em &gua corrente e contra-coradas com
Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, lavadas
em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com resina para
microscopia Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

A andlise consistiu de medidas de densidade de células positivas para
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-1ra e IFN-y. Para a contagem da densidade
de células, foi utilizado o mesmo reticulo acima citado para avaliacdo
morfométrica. Em aumento de 1000x, foram contados os pontos que
sobrepdem na area da parede da via aérea (excluindo a camada epitelial),
localizada entre o limite externo da camada de musculo liso e a adventicia.
Assim, a area estudada em cada campo foi calculada de acordo com o
namero de pontos incidentes na parede, em propor¢cdo a area total do
reticulo.

Uma vez conhecida a area, foram contados o numero de células
positivas a IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-1ra e IFN-y na parede da via
aérea. As medidas foram expressas em células/um? e os resultados em

células/mm? através do ajuste de unidades. A contagem também foi
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realizada em 5 vias aéreas escolhidas aleatoriamente por lamina como

previamente descrito (Simdes et al., 2005; Lancas et al., 2006).

3.10 Avaliagéo dos Titulos de IgE e |gG1 Especificos para OVA

A técnica de anafilaxia cutanea passiva (PCA) foi utilizada conforme
previamente descrito para determinacao dos titulos de IgE e IgG1. Para a
determinacao dos titulos de IgE especificos para OVA, uma amostra de
0,1mL do soro das cobaias foi submetida a diferentes diluigbes (a partir de
1:5) e injetadas intradermicamente no dorso das cobaias sem qualquer
tratamento. Setenta e duas horas apds a sensibilizagdo passiva, os animais
receberam uma injecao intravenosa de 1mL de soro fisiolégico contendo 2
mg de OVA e 5 mg de Azul de Evans. Uma hora apés esta administragao,
esses animais foram anestesiados (Tiopental — 170 mg/Kg) e sacrificados.
Apoés o sacrificio, o dorso dos animais foi tricotomizado e o diametro das
manchas azuis na por¢ao subcutanea quantificado.

Para a determinacao dos titulos de IgG1 especificos para OVA, uma
amostra de 0,1mL do soro das cobaias foi diluida com soro fisiolégico na
proporcao de 1:5, e logo apds, essa diluicdo permaneceu durante uma hora
a temperatura de 56°C com a finalidade de neutralizar os anticorpos IgE. Em
seguida, essas amostras foram submetidas a novas diluicées (a partir de
1:10) e injetadas intradermicamente em cobaias sem nenhum tipo de

tratamento. Vinte e quatro horas apds a sensibilizacdo passiva, os animais

Clarice Rosa Olivo



23
Meétodos

foram desafiados com a solu¢do de azul de evans e OVA (2,5%) e uma hora
apos o desafio eles foram sacrificados, tricotomizados e as por¢des coradas
com azul de evans quantificadas.

Os titulos de IgE e IgG1 especificos para OVA foram definidos como a
maior diluicdo que apresentou uma mancha azul de no minimo 10mm de

didmetro como previamente descrito (Mota & Perini, 1970; Ovary, 1974).

3.11 Avaliagédo da Hiperresponsividade Brénquica a Mch.

Os animais foram anestesiados (Tiopental, 170 mg/Kg; i.p.),
traqueostomizados, paralisados (Pancuronium, 0,03 mg/Kg; i.p) e ventilados
mecanicamente (6mL/Kg; 66 rpm) utilizando-se um ventilador Flexivent
(Scireq, Quebec, Canada). A impedancia do sistema respiratério (Z) foi
calculada utilizando perturbacdes por 16 segundos e volume corrente de
1,5mL/Kg. As medidas de mecénica pulmonar foram coletadas apoés 30
segundos e 1, 2 e 3 minutos da infusdo de doses crescentes de Mch (1-300
ug/mL;i.v.). O intervalo entre cada dose foi de 5 minutos.

Foram coletados o volume de ar deslocado pelo pistdo do ventilador
(Vey) e a pressdo interna do cilindro (Pgy) durante os 16 segundos de
perturbacao. A perturbacao foi composta por uma soma de sendides com
frequéncias primas de 0,25 a 19,625 Hz evitando assim distor¢des
harménicas (Hantos et al., 1992). As amplitudes das sendides decrescem

hiperbolicamente com a freqiéncia. Para o célculo dos dados, foram feitas
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correcdes considerando as perdas devido a compressibilidade dos gases
(Bates et al., 2000). O V., foi corrigido para se obter o volume que
efetivamente chegava ao animal (V) e a Py, corrigida, resultando no valor de
Pao (pressédo de abertura das vias aéreas). Através da derivacdo no tempo
de V, foi obtido o fluxo (V'). Para andlise das impedancias obtidas, utilizou-se

0 modelo de fase constante, descrito por Hantos et al. (1992):

G-i-H
Z(f)=Ry, +i-2-7-f I, +——
()= Rog +1:2-7 f L+

Onde R,y = resisténcia de vias aéreas, |, = inertancia, G = a dissipacao de
energia nos tecidos pulmonares, H = energia acumulada nos tecidos do

pulmdo, i = unidade imaginaria e f= freqiéncia e a =2/m.arctan(H/G).

3.12 Analise dos resultados

Os resultados obtidos para cada parametro avaliado foram comparados
entre-grupos utilizando-se o teste de analise de variancia através do pacote
estatistico Sigma Stat 2.0 e foram considerados como estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os animais nao sensibilizados a ovalbumina (OVA) e nao treinados
(grupo C) e os animais sensibilizados a OVA e nao treinados (grupo OVA)
nao apresentaram aumento da capacidade de exercicio ao final do periodo
de protocolo (Tabela 1). Por outro lado, os animais submetidos ao
treinamento fisico (grupos TF e OVA+TF), apresentaram um aumento da
capacidade de tempo de exercicio quando comparado com 0S grupos nao
treinados (grupos C e OVA) (Figura 1; p<0,01), porém nao houve diferenca
do tempo de exercicio entre os grupos treinados.

Com relagdo a sensibilizacdo a OVA, verificou-se que 0s animais
sensibilizados apresentaram um aumentou dos niveis de imunoglobulinas
especificas E e G1 para OVA (respectivamente, IgE e IgG1) quando
comparado com o0s grupos nao sensibilizados (Tabela 1; *p<0,001). Além

disto, este aumento nao foi alterado pelo treinamento fisico aerdbio.
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Teste Fisico Aerdbio (minutos) Immunoglobulinas (Log)
GRUPOS Teste Inicial Teste Final IgE 1gG1
C 18,1+13 23,3 +1,7
TF 22,0+2,1 38,5 + 5,0*
OVA 14,7+34 21,2+3,2 2,9 +1,7* 5,7 +2,9**
OVA+TF 204 +2,0 40,5 + 3,8* 2,7 £22* 4,8 +£3,7*

Legenda: Avaliacdo da capacidade fisica e niveis de Imunoglobulinas. Os
resultados estdao expressos em média + desvio padrao (DP). O
tempo do teste fisico foi avaliado em minutos e a titulagdo de
Imunoglobulinas no logaritmo da sua quantificacdo. C= animais
ndao sensibilizados e nao treinados; TF = animais nao
sensibilizados e treinados; OVA = animais sensibilizados e nao-
treinados; OVA+TF = animais sensibilizados e treinados; IgE e
lgG1=respectivamente, imunoglobulinas E e G1; *p<0,01 quando
comparado com 0s animais ndo treinados e com os valores
iniciais; **p<0,001 comparado os animais nao sensibilizados.
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Os grupos OVA e OVA+TF apresentaram um aumento dos niveis de
oxido nitrico exalado (NOex) quando comparado com os animais dos grupos
C e TF (Figura 2; p<0,001). Por outro lado, o treinamento fisico aerébio nao
modificou os niveis de NOex tanto nos animais sensibilizados quanto nos

nao sensibilizados
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Legenda: Niveis de NOex. Os dados estdo expressos em média + DP. Os
grupos estao descritos na Tabela 1; *p<0,001 quando comparado
com 0s grupos nao sensibilizados; ppb=partes por bilhdo.

A hiperresponsividade bronquica foi avaliada através da curva dose-
resposta a metacolina (Mch) e verificou-se que houve uma pequena
diferenca somente na resisténcia das vias aéreas (Raw) e do tecido (Gtis) na
dose de 30 pg/mL (p<0,05; Figura 3 e 4, respectivamente). Por outro lado,
nao foi verificada diferenca entre os grupos na avaliacdo da elastancia do

tecido (Htis) (Figura 5).
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Legenda: Avaliagdo da hiperresponsividade das vias aéreas a doses
crescentes de Mch em cobaias. Os dados estdao expressos em
média = DP. Os grupos estdo descritos na Tabela 1; (%) grupo
C; (%) grupo TF; (™) grupo OVA; () grupo OVA+TF.
Raw=resisténcia das vias aéreas.
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Legenda: Avaliacdo da hiperresponsividade do tecido pulmonar em cobaias.
Os dados estdo expressos em meédia + DP. Os grupos estao
descritos na Tabela 1; (%) C; (=) TF; (™ )OVA;
(T)OVA+TF. Gtis=resisténcia do tecido. *p<0,05 quando
comparado com o grupo C
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Legenda: Avaliacdo da hiperresponsividade da elastancia pulmonar em
cobaias. Os dados estao expressos em média + DP. Os grupos
estdo descritos na Tabela 1; (%) C; (<) TF; (™ )OVA;

(T )OVA+TF. Htis= elastancia do tecido.
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A sensibilizacdo a OVA aumentou o numero de eosinéfilos na regiao
peribrénquica do grupo OVA quando comparados com 0s grupos que nao
foram sensibilizados (C e TF) (Figura 6; p<0,001). Por outro lado, o
treinamento fisico nos animais sensibilizados (grupo OVA+TF) reduziu o
namero de eosindfilos para a regiao peribrénquica quando comparado com o

grupo OVA (p<0,01).
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Legenda: Numero de eosinodfilos na regiao peribrénquica. Os dados estao
expressos em média = DP. Os grupos estdo descritos na Tabela 1.
*p<0,001 quando comparado com 0S grupos demais Qrupos;
**p<0,01 quando comparado com os grupos OVA.
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De maneira similar, a sensibilizacdo aumentou o nimero de linfocitos
na regiao peribrénquica dos animais do grupo OVA quando comparado com
0s grupos nao sensibilizados (Figura 7; p<0,001) e o treinamento fisico nos
animais sensibilizados (grupo OVA+TF) inibiu a migragdo dessas células.
Nao houve diferenca quando comparados com os grupos C; TF e OVA+TF

(Figura 7) (p>0,05).
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Legenda: Numero de linfocitos na regido peribrénquica. Os dados estao
expressos em média = DP. Os grupos estao descritos na Tabela 1;
*p<0,001 quando comparado com 0s demais grupos.
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A sensibilizagdo a OVA ocasionou um edema na regiao
peribrbnquica quando comparado com os grupos C e TF (Figura 8;
p<0,05). Por outro lado, o treinamento fisico aerébio nos animais
sensibilizados reduziu o edema induzido pela sensibilizacdo e os valores

obtidos foram similares aos dos grupos nao sensibilizados.
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Legenda: Avaliacao do indice de edema na regiao peribronquica. Os dados
estdo expressos em média + DP. Os grupos estdo descritos na
Tabela 1. *p<0,01 quando comparado com os demais grupos.
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A expressao das interleucina-4 e -13, respectivamente IL-4 e IL-13, foi
maior na regiao peribrébnquica do grupo OVA quando comparado com 0s
grupos nao sensibilizados (C e TF) (Figuras 9 e 10; p<0,001). Por outro lado,
0os animais sensibilizados a OVA e submetidos ao treinamento fisico
apresentaram uma reducdao da expressdo de IL-4 e IL-13. Porém, a
expressao de IL-5 (Figura 11) ndo foi modificada nem com a sensibilizagao a

OVA nem com o treinamento fisico (p>0,05).
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Legenda: Densidade de células positivas IL-4 na regido peribronquica. Os
dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos
na Tabela 1.*p<0,001 quando comparado com 0s demais grupos.
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Legenda: Densidade de células positivas IL-13 na regido peribrénquica. Os
dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos
na Tabela 1.*p<0,001 quando comparado com os demais grupos.
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Legenda: Densidade de células positivas IL-5 na regido peribronquica. Os

dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos
na Tabela 1.
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A sensibilizacdo a OVA e o treinamento fisico ndo modificaram a
expressao das citocinas Th1 (IL-2 e interferon-gamma (IFN-y)) e regulatérias
(IL-1ra e IL-10) na regido peribronquica (respectivamente, Figuras 12 a 15).
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Legenda: Densidade de células positivas IL-2 na regido peribronquica. Os
dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos
na Tabela 1.
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Legenda: Densidade de células positivas IFN-y na regidao peribronquica. Os

dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos
na Tabela 1.
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Legenda: Densidade de células positivas IL-1-ra na regido peribrénquica. Os
dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos

na Tabela 1.
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Legenda: Densidade de células positivas IL-10 na regido peribrénquica. Os
dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos

na Tabela 1.
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Os animais sensibilizados (grupo OVA e OVA+TF) apresentaram um
aumento no indice de broncoconstricido das vias aéreas quando comparado
com os animais dos grupos C e TF (Figura 16; *p<0,05). O treinamento fisico

nao modificou a broncoconstricao induzida pela sensibilizagéo.
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Legenda: Avaliagdo do indice de broncoconstricdo das vias aéreas. Os
dados estao expressos em média + DP. Os grupos estao descritos
na Tabela 1; *p<0,05 quando comparado com os grupos C e TF.
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De maneira similar, a exposicao a OVA ocasionou um aumento na
espessura do musculo liso nos grupos sensibilizados (OVA e OVA+TF)
quando comparado com os animais dos grupos nao sensibilizados (C e TF)
(Figura 17; p<0,05). Porém, o treinamento fisico ndo modificou as alteragées

do musculo liso induzidas pela sensibilizagdo a OVA.
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Legenda: indice de espessura do musculo liso das vias aéreas. Os dados
estdo expressos em média + DP. Os grupos estdo descritos na
Tabela 1. *p<0,05 quando comparados aos grupos C e TF.
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O remodelamento das vias aéreas também foi avaliado pela
proporcdo de volume de fibras colagenas e elasticas na regido
peribrénquica. Tanto a sensibilizacdo a OVA como o treinamento fisico ndo
alteraram os niveis de fibras colagenas e elasticas (respectivamente, Figuras

18 e 19).
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Legenda: Volume de proporcéo de fibras coldgenas nas vias aéreas. Os
dados estdao expressos em média = DP. Os grupos estdo descritos na
Tabela 1.
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Legenda: Volume de proporcdo de fibras elasticas nas vias aéreas. Os
dados estdao expressos em média = DP. Os grupos estdo descritos na
Tabela 1.
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Os animais sensibilizados a OVA (grupos OVA e OVA+TF)
apresentaram um aumento da espessura do epitélio respiratério quando
comparado com os grupos nao sensibilizados (grupo C e TF) (Figura 20;
p<0,01). Além disto, verificou-se que os animais do grupo OVA+TF tiveram
um aumento ainda maior na espessura do epitélio quando comparado com o

grupo OVA (p<0,05).
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Legenda: Quantificacdo da espessura do epitélio respiratério. Os grupos
estdo descritos na Tabela 1. Os dados estao expressos em média
+ DP. *p<0,01 quando comparado com os grupos C e TF; **p<0,01
quando comparado ao grupo OVA.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que o treinamento fisico
aerébio foi eficaz em inibir a infiltracdo de eosindfilos e linfécitos, a
expressao de citocinas Th2 (IL-4 e IL-13), além de aumentor a espessura do
epitélio brénquico induzidos pela sensibilizagdo a ovalbumina (OVA). No
entanto, essa reducao na migracao de células nao refletiu em alteracées do
remodelamento brénquico, na expressao de citocinas Th1 (IL-2 e IFNYy) e na
hiperresponsividade brénquica.

Os beneficios do exercicio fisico tém sido demonstrados através de
varios estudos clinicos (Lavier & Milani 2000; Carvalho et al 2005; Edwards
et al 2007; Fanelli et al., 2007), mas ainda se desconhece 0s mecanismos
pelos quais ele ocasiona a melhora clinica de pacientes asmaticos. Existem
evidéncias de que o paciente asmatico submetido ao exercicio fisico
apresenta uma melhora da capacidade ventilatoria e reducdo dos sintomas
relacionados com a asma (Ram et al, 2009; Welsh et al, 2004). Neste
sentido, uma revisdo sistematica da literatura sugere que o treinamento
fisico melhora a capacidade aerdbia e diminui a demanda ventilatéria do
exercicio em pacientes com asma moderada além de aumentar a
capacidade aerébia maxima e submaxima (Ram et al, 2009). Neder et al

(1999) mostraram que criangas asmaticas submetidas ao treinamento fisico
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apresentam uma reducdo no consumo de broncodilatadores de longa
duracao sugerindo que a melhora da capacidade aerébia pode ocasionar
uma melhora clinica dos pacientes. Além disto, Fanelli et al., (2007)
mostraram que criangas asmaticas submetidas ao treinamento fisico
reduzem o uso de corticéide mesmo quando prescrito de maneira “cega”
pelos médicos (Fanelli et al, 2007). Outro trabalho recente sugere que
adultos com asma moderada-grave submetidos a 12 semanas de
treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada apresentaram menores
niveis de 6xido nitrico exalado e reducdo dos dias livres de sintomas de
asma (Goncgalves et al, 2008). Vistos conjuntamente, estes estudos sugerem
que o treinamento aerdbio pode ter um efeito anti-inflamatério nos pacientes
asmaticos embora a fisiopatologia para tais beneficios continue pouco
compreendida.

Os eosindfilos sdo considerados marcadores para a inflamacao
alérgica das vias aéreas e a sua quantificacao tem sido usada como guia no
tratamento de pacientes asmaticos (Bacci et al, 2002; Covar et al, 2004). No
presente estudo, mostramos que o treinamento fisico aerébio reduziu o
namero de eosindfilos na regiao peribrénquica de animais sensibilizados.
Estes resultados sao similares aqueles previamente mostrados por Pastva et
al., (2004) e Vieira et al., (2007) que estudaram o efeito do treinamento fisico
em camundongos sensibilizados. Tais resultados, somados aos nossos,
reforcam a idéia de que o exercicio pode reduzir a inflamagcao pulmonar

alérgica crbnica independente da espécie animal. Além disto, o nosso estudo

Clarice Rosa Olivo



43
Discussao

deu um passo a mais ao verificar também uma reducdo no numero de
linfocitos infiltrados nas vias aéreas.

O efeito do treinamento fisico na migracdo de linfécitos € pouco
estudado (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). Existem evidéncias sugerindo
que o exercicio fisico realizado agudamente pode diminuir a migracao de
linfécitos em sujeitos saudaveis (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000).
Lancaster et al.,, (2004) mostraram que o exercicio fisico realizado
agudamente pode modificar a expressao de citocinas pelos linfocitos, mais
explicitamente aumentando a expressao do perfil Th1 enquanto que as
citocinas do perfil Th2 permanecem inalteradas. Jankord & Jemiolo (2004)
sugeriram que o treinamento fisico aerdbio de intensidades moderada ou
alta podem modular o processo inflamatério de produgao das citocinas pelos
linfocitos.

As citocinas Th2 estdo presentes nas vias aéreas de pacientes
asmaticos assim como de animais de sensibilizados (Larché et al, 2003) e
parecem ter um papel fundamental no desenvolvimento da asma. Por
exemplo, (i) a eliminacdo das células Th2 suprime a imunidade alérgica
(Gavett et al, 1994); e, (ii) a transferéncia de células Th2 induz a uma asma
alérgica “passiva” em animais naive (Epstein, 2006). Existem evidéncias
sugerindo que as respostas Th1 e Th2 sdo moduladas através de um efeito
de feedback negativo (Strachan, 1989). Baseado nisto, a nossa hipotese era
de que o exercicio aerdbio poderia reduzir a inflamacao alérgica crbénica
melhorando a resposta Th1. No entanto, em nosso modelo experimental a

expressao das citocinas Th1 (IL-2 e IFN-y) se manteve inalterada tanto ao
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estimulo da OVA quanto ao exercicio aerobio, sugerindo que, neste modelo
experimental, os efeitos anti-inflamatérios do exercicio nao sao decorrentes
de alteracdes na resposta Thi.

As citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) sdo produzidas em situacoes
muito especificas (Ngoc et al, 2005) e existem evidéncias de que a producao
destas citocinas ocorre de maneira seletiva. Por exemplo, pacientes com
asma atdpica ou com bronquite eosinofilica tem um aumento especifico na
expressao de IL-5 (Doi et al, 1994) sugerindo seu papel na regulagdo da
migracdo de eosindfilos (Ray et al, 1999). A IL-4, por sua vez, induz e
sustenta a diferenciacdo das células naive ThO em Th2 e regula
positivamente a adesao de células endoteliais essenciais para a infiltracao
eosinofilica nos tecidos (Swain et al 1990; Schleimer et al,1992) além de
aumentar a expressao de IgE e IgG1 (Bergstedt-Lindqvist et al, 1988). Por
ultimo, a expressao de IL-13 induz a inflamacdo alérgica de vias aéreas,
hipersecrecdo de muco, fibrose subepitelial, eosinofilia e producdo de
eotaxina (Zhu et al, 1999). Em nosso estudo, a sensibilizacdo a OVA induziu
a um aumento em IL-4 e IL-13, mas n&o alterou a expressdo de IL-5.
Existem apenas 2 estudos na literatura que avaliaram o efeito do
treinamento fisico na inflamacédo alérgica das vias aéreas e ambos
mostraram que o exercicio fisico reduz IL-4 e IL-5 (Pastva et al, 2004; Vieira
et al, 2007), porém nenhum deles avaliou a expressdao de IL-13. Nossos
resultados referentes a IL-4 estdo de acordo com aqueles previamente
encontrados e reforca a idéia de que o exercicio fisico aerdbio pode ter um

efeito anti-inflamatério na resposta Th2, independente da espécie animal.
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Embora, neste momento nao tenhamos subsidios para explicar o porque IL-
5 ndo esta reduzido em nosso estudo, uma possivel justificativa &€ que a
diferenca no controle da migracao celular, principalmente de eosindfilos,
pode ser especifica para esta espécie. Entretanto, independente disto, os
nossos resultados reforcam a hipdtese de que o treinamento fisico reduz a
inflamacéao pulmonar alérgica possivelmente por um efeito direto na resposta
Th2.

Adicionalmente a resposta imune, outros mediadores inflamatérios
tém sido envolvidos na inflamacdo pulmonar alérgica tais como os
leucotrienos e prostaglandinas (Robinson & Holgate, 1990), neuropeptideos
(Choi & Kwon, 1998), e o 6xido nitrico (NO) (Hamid et al., 1993). O NO é
liberado nos terminais nervosos, epitélio bronquico e células inflamatérias e
tem um efeito broncodilatador em sujeitos com asma persistente leve assim
como em cobaias submetidas a hiperpnéia (Suman & Beck, 2002;
Pennachioni et al., 2009). Além disso, os niveis de NOex estdo aumentados
em pacientes asmaticos quando comparados com nao asmaticos sugerindo
que este mediador pode ter um papel marcador na inflamacdo das vias
aéreas de asmaticos (Prieto et al, 2002), porém seu efeito & pouco
compreendido. Gouw et al., (2001) e Suman & Beck (2002) sugeriram que a
sintese enddégena de NO nao afeta a resposta das vias aéreas ao exercicio
em sujeitos saudaveis mas a sua inibicdo pode atenuar ligeiramente a
broncoconstricdo induzida pelo exercicio (Gouw et al., 2001; Suman et al.,
2002). Recentemente, Gongalves et al., (2008) mostraram que pacientes

asmaticos submetidos a um protocolo de exercicio aerdbio apresentaram
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uma reducao nos niveis de éxido nitrico exalado (NOex). No entanto, em
nosso estudo, verificamos que nem a sensibilizaggo a OVA nem o
treinamento fisico alteraram os niveis de NOex, sugerindo que tal
mecanismo nao esta envolvido no processo de inflamacdo de via aérea
neste modelo animal.

A inflamagao alérgica crénica das vias aéreas pode resultar num
processo de destruicdo e reparo inadequado levando a um desequilibrio e
resultando no processo que chamamos de remodelamento das vias aéreas
(Irvin & Wenzel, 1995). Este remodelamento leva a descamagéao do epitélio,
deposicao de fibras colagenas e elasticas na membrana basal subepitelial,
aumento na vascularizacdo, hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa
peribrbnquica (Larché et al, 2003). Nossos resultados mostram que a
exposi¢cdo a OVA induz a um aumento na musculatura lisa das vias aéreas e
que o treinamento fisico ndo modifica estas alteracdes. Interessante notar
que, apesar da sensibilizacdo a OVA aumentar a musculatura lisa no nosso
modelo experimental, ela nao alterou a responsividade brénquica. Estes
resultados sugerem que, embora o treinamento fisico possa reduzir a
inflamacdo na via aérea isto, possivelmente, nado estd diretamente
relacionado com o remodelamento e hiperresponsividade brénquica.

Os nossos resultados mostram ainda que o epitélio broénquico
apresentou alteracées (aumento de espessura) apés a inflamagao pulmonar
alérgica cronica. Este efeito foi potencializado em animais sensibilizados
submetidos ao treinamento fisico. O epitélio pulmonar parece ter um efeito

protetor para as vias aéreas. Por outro lado, estudos recentes sugerem que
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o treinamento fisico aumenta a descamacéao e a sintese de células epitelias
sugerindo um possivel remodelamento destas células em situacoes de
treinamento (Chimenti et al, 2007). Assim, embora aparentemente
inesperado, 0s nossos resultados sdo subsidiados por estudos sugerindo
que o treinamento fisico pode modificar o processo de turnover das células

epiteliais.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o condicionamento
fisico de moderada intensidade diminui a migracao de eosinoéfilos e linfécitos
e a expressdao de citocinas IL-4 e IL-13 sem, entretanto modificar o
remodelamento aéreo e a hiperresponsividade brénquica.

Estes resultados reforcam a importancia do condicionamento fisico
em pacientes asmaticos e sugerem um possivel papel anti-inflamatério na
asma. Porém, a transposicdo dos resultados obtidos neste modelo
experimental para individuos com asma tem que ser visto com cautela e
sugere-se a necessidade de mais estudos avaliando o efeito anti-inflamatério

do treinamento fisico em pacientes asmaticos.
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