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RESUMO 

Os leucotrienos (LTs) desempenham um papel central na fisiopatologia da 

asma. O exercício físico aeróbico tem demonstrado ser capaz de reduzir a 

inflamação asmática. Portanto, este estudo investigou se os efeitos anti-inflamatórios 

do exercício aeróbico ocorrem devido à inibição da via dos LTs. Quarenta 

camundongos BALB/c machos foram distribuídos em quatro grupos: Controle, 

Exercício, OVA e OVA+Exercício. Os camundongos foram sensibilizados e 

desafiados com ovalbumina. O treinamento aeróbico foi realizado em uma esteira 

adaptada, em intensidade leve, 5x/semana, 1h/sessão, durante 4 semanas, após o 

estabelecimento da inflamação das vias aéreas. Células totais e diferenciais foram 

analisas no lavado bronco-alveolar (BAL), os níveis de citocinas no BAL, o número 

de linfócitos e macrófagos na parede das vias aéreas, o remodelamento das vias 

aéreas (fibras colágenas e elásticas, produção de muco e da espessura do músculo 

liso brônquico), a hiperresponsividade bronquica, além dos níveis de leucotrieno B4 

(LTB4) e leucotrieno C4 (LTC4) no BAL. Adicionalmente, foi realizada a imuno-

histoquímica para 5-lipoxigenase (5-LO), LTA4-hidrolase (LTA4H), receptor de 

CysLT1, receptor de CysLT2, LTC4-sintase, receptor 2 de LTB4 (BLT2). Os 

resultados demonstraram que o exercício aeróbico diminuiu o número total de 

células (p<0.05), eosinófilos (p<0.05), neutrófilos (p<0.001), linfócitos (p<0.001) e 

macrófagos (p<0.01) no BAL, bem como o número de linfócitos (p<0.05) e os 

macrófagos (p<0.01) na parede das vias aéreas. Além disso, o acúmulo de fibras 

colágenas (p<0.01), fibras elásticas (p<0.01) e produção de muco (p<0.01) e da 

espessura do músculo liso brônquico (p<0.05) e os níveis de hiperresponsividade 

brônquica com 25 MCh(p<0.05) e 50 MCh (p<0.01) foi reduzida nos camundongos 



 

 

sensibilizados e treinados. Além disso, os níveis de BAL de IL-5 (p <0,05), foram 

reduzidos, bem como os níveis de LTB4 (p <0,05). A expressão da 5-LO (p <0,05), 

LTA4H (p <0,05), o receptor de CysLT1 (p <0,05), receptor de CysLT2 (p <0,05), 

LTC4-sintase (p <0,05) e BLT2 (p <0,05) nos leucócitos peribrônquicos  foram 

reduzidos pelo exercício e a expressão da 5-LO (p <0,05), LTA4H (p <0,05), o 

receptor de CysLT1 (p <0,05), o receptor de CysLT2 (p <0,05), LTC4-sintase (p 

<0,05) e BLT2 (p <0,05) no epitélio brônquico. Concluímos que o treinamento de 

intensidade leve reduz fenótipo da asma por inibição da via dos leucotrienos. 

Palavras Chave: Asma, Leucotrienos, Exercício, Imunologia, Inflamação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Leukotrienes (LTs) play a central role in the pathophysiology of asthma. 

Aerobic exercise has been shown to be capable of reducing asthmatic inflammation. 

Therefore, this study investigated whether the anti-inflammatory effects of aerobic 

exercise are due to inhibition of the pathway of LTs. Forty BALB / c mice were 

divided into four groups: Control, Exercise, OVA and OVA + Exercise. The mice were 

sensitized and challenged with ovalbumin. Aerobic training was performed on a 

adapted treadmill, at low intensity, 5x / week, 1h / session for 4 weeks, after the 

establishment of airway inflammation. Total and differential cells were analized in 

bronchoalveolar lavage (BAL), cytokine levels in BAL, the number of lymphocytes 

and macrophages in the airway wall, the airway remodeling (collagen and elastic 

fibers, mucous production and thickness of bronchial smooth muscle), bronchial 

hyperresponsiveness, beyond the levels of leukotriene B4 (LTB4) and leukotriene C4 

(LTC4) in BAL. In addition, immunohistochemistry was performed for 5-lipoxygenase 

(5-LO) LTA4 hydrolase (LTA4H) CysLT1 receptor, CysLT2 receptor, LTC4 synthase, 

LTB4 receptor 2 (BLT2). The results demonstrated that aerobic exercise reduced the 

total number of cells (p <0.05), eosinophils (p <0.05), neutrophils (p <0.001), 

lymphocytes (p <0.001) and macrophage (p <0.01) in BAL and  the number of 

lymphocytes (p <0.05) and macrophages (p <0.01) in the airway wall. In addition, the 

accumulation of collagen fibers (p <0.01), elastic fibers (p <0.01) and mucus 

production (p <0.01) and the thickness of bronchial smooth muscle (P <0.05) and 

bronchial hyperresponsiveness levels at 25 MCh (p <0.05) and 50 MCh (p <0.01) 

were reduced in mice sensitized and trained. Furthermore, BAL IL-5 (p <0.05) were 

reduced, and the levels of LTB4 (p <0.05). The expression of 5-LO (p <0.05) LTA4H 

(p <0.05), the CysLT 1 receptor (p <0.05), CysLT 2 receptor (p <0.05), LTC4 



 

 

synthase (p <0.05) and BLT2 (p <0.05) in peribronchial leukocytes were reduced by 

exercise and expression of 5-LO (p <0.05) LTA4H (p <0.05), the CysLT 1 receptor (p 

<0.05), CysLT 2 receptor (p <0.05), LTC4 synthase (p <0.05) and BLT2 (p <0.05) in 

the bronchial epithelium. We conclude that the low intensity aerobic exercise reduces 

phenotype of asthma by inhibiting the leukotriene pathway. 

Key-words: Asthma, Leukotrienes, Exercise, Immunology, Inflammation 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 – Asma – Definição 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, 

predominantemente alérgica, na qual muitas células e elementos celulares exercem 

um importante papel. O quadro de inflamação crônica está associado à 

hiperresponsividade brônquica que leva a episódios recorrentes de dispneia, chiado 

e tosse, principalmente à noite ou no início da manhã. Estes sintomas estão 

associados à obstrução brônquica sendo, ao menos, parcialmente reversível 

espontaneamente ou com tratamento (National Asthma Education and Prevention 

Program, 2007). 

Dependendo da severidade, as limitações do fluxo aéreo podem ser 

acompanhadas de sintomas como dispneia, chiado, aperto no peito e tosse. A 

produção de muco nas vias aéreas também é aumentada em alguns pacientes 

asmáticos, especialmente em pacientes crônicos e pós-exacerbação. A exacerbação 

na asma consiste de ataques ou de pioras nos sintomas e função pulmonar, elas 

podem ocorrer de maneira rápida ou progressiva. Em ambas as situações sem 

tratamento adequado o paciente pode vir a correr risco de vida, são os casos 

denominados de asma fatal (National Asthma Education and Prevention Program, 

2007) e Fuhlbrigge et al., 2012) 

 

1.2 – Asma – Epidemiologia 

A incidência mundial de asma é estimada entre 2,65 a 4/1000 ano e é mais 

comum em crianças até 5 anos com estimativa entre 8,1 a 14/1000 por ano (Gergen, 
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P. J. e Weiss, K. B. 1995). Além disso, é mais presente em afro-descendentes 

(12,27%) que em caucasianos (10,47%) (Sircar  et AL, 2014). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2005 foram 

estimados 300 milhões de indivíduos em todo o mundo, 250 mil pessoas morrem 

prematuramente todos os anos por falta de tratamento adequado (World Health 

Organization, 2006). O Brasil ocupa a oitava posição mundial em prevalência de 

asma, com cerca de 273 mil internações e 2.500 óbitos em 2007, gerando custo 

aproximado de R$ 98,6 milhões para o Sistema Único de Saúde (SUS) (Neto, A. et 

al.,2010). 

 

1.3 – Asma – Fisiopatologia 

O conceito de inflamação como um grande componente na patologia da asma 

foi estabelecido a mais de 100 anos, através de estudos de autopsias, através de 

analises macroscópicas de mudanças morfológicas no tecido pulmonar das vias 

aéreas de asmáticos (Ueber, C.H., 1882). 

A asma é uma síndrome respiratória caracterizada por uma inflamação pulmonar 

crônica associada a uma obstrução intermitente, hiper-reatividade das vias aéreas e 

inflamação das vias aéreas que pode ser desencadeada por vários estímulos, como 

alérgenos ambientais ou infecções virais (National Asthma Education and Prevention 

Program, 2007 e National Institutes of Health,2009).  

Esses estímulos geram um processo inflamatório que acomete o tecido 

pulmonar e é caracterizada por uma obstrução do fluxo aéreo devido a alterações 

principalmente da contração da musculatura lisa brônquica. Esta obstrução 

caracteriza a hiperresponsividade brônquica e ocorre em resposta a uma série de 
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estímulos endógenos ou exógenos (Holgate ST , 2008 e Holgate ST e Davies DE 

2009).   

Esse quadro é acompanhado pelo aumento da produção de muco e com o 

tempo pode levar a mudanças estruturais e funcionais no tecido denominado de 

remodelamento pulmonar. Sabe-se que a patogênese da asma brônquica encontra-

se associada a componentes genéticos e torna-se mais grave com a exposição a 

fatores ambientais (Holgate ST , 2008 e Holgate ST e Davies DE 2009). 

A asma é geralmente classificada entre intrínseca (ou não-alérgica) e 

extrínseca (ou alérgica), classificação gerada a partir da participação ou não no 

mecanismo alérgico das imunoglobulinas E (IgE) (Larche M et al, 2003). O processo 

asmático é dividido em duas fases: a) fase imediata, a principal causa sendo o 

espasmo muscular da musculatura lisa brônquica, levando a broncoconstrição típica 

da fisiopatologia; b) fase tardia, quando após um tempo variável de exposição ao 

antígeno, ocorre uma ação aguda anti-inflamatória levando a um estado crônico de 

inflamação (Larche M et al, 2003 e Ritz SA et al, 2000).  

A inflamação crônica na asma é mediada por citocinas Th2, em sua maioria 

interleucinas (IL)-4, IL-5 e IL-13, que apresentam um importante papel no 

remodelamento e manutenção da inflamação (Ritz SA et al, 2000, Robert F e 

Lemanske Jr, 2000 e Galli SJ et al, 2008). 

Sabe-se que a patogênese da asma brônquica encontra-se associada a 

componentes genéticos e torna-se mais grave com a exposição a fatores ambientais 

ambientais (Holgate ST , 2008 e Holgate ST e Davies DE 2009).Os componentes 

genéticos que determinam a susceptibilidade à asma podem ser reunidos em quatro 

grupos principais de genes: o primeiro envolve genes que codificam moléculas 

associadas com a imunidade inata e imunoregulação (CD14, TLR2, TLR4, TLR6, 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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TLR10, NOD1, NOD2, IL-10, TFG-, HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP); o segundo 

engloba os genes envolvidos com a diferenciação e funções efetoras das células 

Th2 (GATA2, TBX21, IL-4, IL-13, IL-4RA, IL-5, IL-5A e STAT-6); o terceiro contém os 

genes envolvidos com a biologia e imunidade das células da mucosa (CCL5, CCL11, 

CCL24, CCL26, DEFB1, SPINK5, FLG, ADAM33, SCGB1A1) e o quarto grupo 

envolve os genes associados com as funções pulmonares, remodelamento tecidual 

e gravidade das doenças (TGF, GPRA, ADBR2, TNF, NOS1) (Steinke JW et al.,2003 

e Vercelli D.,2008).  

O sistema imunológico é separável em inato (mediados por anticorpos ou 

humoral) e adaptativo (mediado por células). O sistema humoral é caracterizado pela 

produção e secreção de anticorpos específico pelos linfócitos B, enquanto que 

mediada pelas células dependem basicamente de linfócitos T. As células T 

controlam a função dos linfócitos B e também exercem ações pró-inflamatórias por 

meio de atividade citotóxica (pelo CD8+ killer t cell) e da secreção de citocinas (Roitt 

IM,1992). 

Em muitos casos, especialmente em crianças e adultos jovens, a asma está 

associada à atopia manifestando-se através mecanismos dependentes da 

imunoglobulina E (IgE) (Bukantz SC, Lockey RF,1993). Em nível populacional, a 

contribuição de fenótipo propenso à asma foi estimada em 40% em crianças e em 

adultos (National Institutes of Health, 2009).  

O anticorpo monoclonal Anti-IgE Nonanaphylactogenic (E-25) é capaz de 

atenuar as respostas imediatas e tardias das vias respiratórias, o remodelamento 

das vias aéreas, a hiperresponsividade, e o fluxo de eosinófilos para a luz das vias 

aéreas após desafio com alérgeno inalado. Este anticorpo anti-IgE é também eficaz 

na melhoria dos sintomas e controle da asma em ensaios clínicos. Estas 
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observações fornecem evidência inequívoca para um papel fundamental da IgE em 

pacientes asmáticos (Milgrom H et al, 1999 e Fahy JV, 1999).  

Pelo menos dois subtipos dos linfócitos T-helper (Th) foram caracterizados de 

acordo com o seu perfil de produção, ambos tipos liberam IL-3 e GM-CSF, sendo 

que o subtipo Th1 produz preferencialmente IL-2, estimulando a proliferação de 

linfócitos T, tipos de interferon (IFN) (que inibe a ativação dos linfócitos B e a síntese 

de IgE, e do fator de necrose tumoral (TNF) (Humbert M, 1997), enquanto que o 

subtipo Th2, o subtipo principal envolvido na asma, produz preferencialmente as 

citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-16. Essas citocinas são responsáveis pelo 

desenvolvimento da clássica reação inflamatória e hipersensibilidade mediada pelas 

células. IL-4 é uma citocina fundamental para a resposta alérgica, promovendo a 

síntese de IgE, dirigindo as células T ao longo da via de diferenciação para Th2, a 

upregulation da expressão de molécula de adesão vascular celular-1 (VCAM-1), e 

controlar o nível de expressão do receptor IgE Fc, receptores de citocinas e 

quimiocinas, e leucócitos envolvidos na cascata alérgica (Humbert M, 1997).  

A administração do receptor solúvel de IL-4 para se ligar ao IL-4 livre, 

impedindo-o de se ligar aos receptores de IL-4 das células, demonstrou efeitos anti-

inflamatórios benéficos tanto em modelos animais quanto em humanos (Larche M et 

al, 2003 e Ritz et al, 2000). A IL-13, outra citocina Th2, possui inúmeros efeitos sobre 

componentes imunológicos e estruturais envolvidas na asma, e também pode ser 

um alvo para terapia da asma (Holt PG et al, 1999). 

Para a geração de uma resposta imune é primordial a ativação dos linfócitos 

T por um antígeno apresentado adequadamente pelas células acessórias, com a 

utilização das moléculas major histocompatibility complex (MHC) (de classe II para 

as células T CD4 + e de classe I para as células T CD8 +). As células dendríticas 
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são importantes células apresentadoras de antígenos nas vias aéreas. Eles se 

originam na medula óssea e formam uma extensa rede de células abaixo do epitélio 

das vias respiratórias (Kay AB, 1991).  

A partir desta localização eles migram para os tecidos linfoides locais sob a 

influência de granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GMCSF), uma 

citocina liberada por células epiteliais ativadas, fibroblastos, células T, macrófagos e 

mastócitos. As células dendríticas podem também conduzir a diferenciação das 

células naive T-helper (Th0) para o subtipo Th2 secretando citocinas codificados em 

conjunto com o cromossomo 5q31-33. (Kay AB, 1991). 

A presença de linfócitos ativados e de eosinófilos nas biópsias brônquicas de 

pacientes atópicos e não atópicos com asma sugere que a interação entre os 

linfócitos-T e eosinófilos é importante, uma hipótese ainda apoiada pela descoberta 

de células que expressam a IL-5 em biópsias brônquicas de pacientes atópicos com 

asma. A IL-5 é uma importante citocina para a regulação dos eosinófilos, o seu nível 

de expressão nas mucosas das vias aéreas de pacientes com asma 

correlacionando-se com marcadores de ativação dos linfócitos T e eosinófilos 

(Bousquet J, 1990). 

Na asma crônica, um número aumentado de eosinófilos são encontrados em 

biópsias brônquicas, mais frequentemente abaixo da membrana basal. A grande 

maioria dos asmáticos alérgicos ou não alérgicos, incluindo aqueles com asma leve, 

tem eosinófilos nos brônquios e existe uma associação variável entre a ativação de 

eosinófilos e a gravidade da asma (Bradley BL et al, 1991) e hiperresponsividade 

das vias aéreas (Busse WW e Sedgwick JB, 1994). 

Os eosinófilos possuem uma grande variedade de propriedades biológicas, 

incluindo a produção e liberação de radicais livres de oxigênio, eicosanoides (sulfido-
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peptide leukotrienes) (Broide DH et al, 1992), fator ativador de plaquetas (PAF), 

citocinas Th2 (Gleich GJ et al, 1993), e fatores de crescimento (Rabe KF et al, 1994). 

Os eosinófilos ativados podem iniciar a contração dos músculos lisos das vias 

aéreas (Collins DS et al, 1993), aumentar permeabilidade microvascular (Leff AR, 

1994), e induzir hiperresponsividade (Laitinen LA et al, 1985).  

Os mastócitos são encontrados nos brônquios de asmáticos e não asmáticos 

(Busse WW e Sedgwick JB, 1994), se encontrando normalmente em um estado 

degranulado nas pessoas asmáticas, são importantes liberadores de proteases 

neutras, especialmente triptase, que tem uma gama de efeitos sobre substratos 

proteicos incluindo receptores ativadores de protease (Malech HL, Gallin JI, 1987). 

Os neutrófilos podem liberar uma vasta variedade de enzimas incluindo 

proteases que degradam a matriz extracelular (por exemplo, MMP-9 e elastase), 

espécies reativas de oxigênio, citocinas e quimiocinas, tais como IL-1, o TNF, IL-6, e 

IL-8 (Wenzel SE et al, 1997). 

Os neutrófilos são aumentados nas vias aéreas de pacientes com asma 

crônica e grave durante exacerbações geradas por vírus ou aos poluentes do ar, 

mas a sua papel nas alterações fisiopatológicas da asma grave ainda não estão 

totalmente elucidados (Werb Z et al, 1992). 

Os macrófagos secretam uma ampla variedade de produtos, muitos dos quais 

desempenham um papel importante nos processos de lesão e reparo tecidual 

(Senior RM et al, 1989), sintetizando e secretando ativadores plasminogênio e um 

grupo de metaloproteinases que pode degradar diversas macromoléculas da matriz 

extracelular, incluindo elastina (Vignola AM et al, 1996). 
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Os macrófagos podem também estar envolvidos na remodelação das vias 

aéreas através da secreção de fatores de crescimento como platelet derived growth 

factor (PDGF), basic fibroblast growth factor (b-FGF), e TGF (Nath P, 1997). 

 

1.4 – Asma – Responsividade Brônquica 

O termo responsividade brônquica é normalmente utilizado para descrever 

quão rápida e intensa é a resposta das vias aéreas a um agente broncoconstritor 

(Fixman ED et al, 2007 e Vignola AM et al, 2003). Na asma, a hiperresponsividade 

brônquica pode ser desencadeada não só por alérgenos, mas também por outros 

estímulos inespecíficos, dentre eles infecções respiratórias, mudanças de 

temperatura, baixa umidade, poluição, refluxo gastroesofágico, irritantes inalatórios, 

exercícios físicos, estimulantes farmacológicos, fatores emocionais e exposição a 

microrganismos patogênicos ou não (Vignola AM et al, 2003, Chiappara G et al, 

2001, Mauad T et al, 2000, Pauwels R et al 1988).  

Um importante componente da asma é a instabilidade das vias aéreas na 

presença de estímulos exógenos ou endógenos, gerando uma reação de 

broncoconstrição exagerada. Diversos mecanismos propostos para explicar a 

hiperresponsividade brônquica, mas evidências sugerem que a inflamação é o fator 

chave (Chiappara G et al, 2001). 

 O estado de hiperresponsividade na qual as vias aéreas realizam a 

broncoconstrição muito facilmente e de maneira exagerada pode ser gerada de 

diferentes maneiras, como através do estimulo das musculaturas da via aérea 

através de metacolina e histamina, indiretamente pela liberação de substancias 

como os cistenil leucotrienos através de células mediadoras como os neutrófilos, 

macrófagos e mastócitos, ou através de dióxido de enxofre e Bradicinina liberados 
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por neurônios sensoriais não mielinizadas, ou por uma combinação desses 

diferentes mecanismos (Chai H, 1975). 

A hiperresponsividade pode ser quantificada através da construção de uma 

curva estimulo-resposta, verificando o posicionamento e a curva gerada por 

diferentes doses ou concentrações dos bronco-provocativos, normalmente utilizando 

o teste de volume expiratório forçado em 1 segundo (FEV1) (Sterk PJ et al, 1993).      

As medidas de hiperresponsividade têm sido padronizadas com o uso de 

histamina ou metacolina administrada via inalação aerosol, o ponto de variação 

entre normal e hiperresponsividade varia de acordo com o método e população 

analisada. 

As consequências da variação do calibre da via aérea incluem sintomas como 

diminuição do pico fluxo expiratório (PEF) tanto noturno quanto diurno, sendo 

característica em asmáticos uma diminuição de 20% (Tashkin DP, 1987). 

O aumento do tono basal da via aérea é a base para os testes com 

broncodilatadores para asma, um aumento de 15% ou mais do FEV1 ou PEF 10 à 

20 minutos após a inalação de broncodilatadores de ação rápida são aceitos como 

diagnóstico para determinar se um individuo é ou não asmático(Roorda RJ, 1994). 

Existe uma relação não totalmente elucidada entre hiperreponsividade, 

gravidade da asma, e processo inflamatório. Apesar de glicocorticoides comumente 

melhorares os sintomas da asma e diminuírem as evidências de inflamação das vias 

aéreas, seus efeitos na hiperresponsividade apesar de significantes, nem sempre 

retornam a níveis normais, sugerindo que o remodelamento pode contribuir para a 

hiperresponsividade (Holgate S, 1993). 

As limitações do fluxo aéreo são geradas pela bronconstrição aguda, inchaço 

da via aérea, aumento da produção de muco e remodelamento da via aérea (50). 
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A broncostrição aguda é um mecanismo que varia com o estimulo, as induzidas por 

alérgenos, resulta através da liberação de IgE estimulando liberação através dos 

mastócitos de mediadores como histamina, prostaglandina e leucotrieno que 

estimulam a contração da musculatura lisa brônquica (Szczeklik A et al, 2001). 

Diversos estímulos podem causar a broncoconstrição, como inalação de 

alérgenos, exercício, ar frio, poluição, componentes químicos e também 

componentes psicológicos como raiva ou tristeza (Szczeklik A et al, 2001). 

Os mecanismos que geram a broncoconstrição utilizam diferentes 

combinações de ação direta sobre a musculatura lisa, liberação de citocinas pelas 

células inflamatórias e estimulo local e neural (James AL et al, 1989). 

O inchaço da via aérea gera uma diminuição do fluxo aéreo e é gerado pelo 

edema da parede da via com ou sem contração da musculatura lisa. Esse edema 

gera um aumento da permeabilidade microvascular e leva ao engrossamento do 

muco e inchaço, levando a perda de elasticidade do tecido o que contribuí para a 

hiperresponsividade (Shifren A, 2012). 

O tratamento farmacológico com broncodilatadores pode aliviar alguns 

componentes da limitação de fluxo aéreo, mas o inchaço da via aérea é mais 

efetivamente reduzido com a utilização de medicamentos anti-inflamatórios, 

especialmente glicocorticoides (Roorda RJ  et al, 1994 e Holgate ST, 2007). 

Outro fator importante é a formação exagerada de muco e é um dos sintomas 

que leva mais tempo para ser atenuado, mesmo com a utilização de medicamentos 

anti-inflamatórios. O aumento da secreção em casos mais graves de asma pode 

levar a formação de plugs (tampões) de muco, ocluindo totalmente a passagem de 

ar em vias aéreas mais periféricas (Pakhale, 2011). 



30 

 

O remodelamento pulmonar é o termo normalmente utilizado para expressar 

modificações estruturais que ocorrem nos pulmões, especialmente em situações 

patológicas (Vignola AM et al, 2005 e Chiappara G, 2001). O remodelamento 

pulmonar é um processo associado a um desbalanço entre a síntese e degradação 

de proteínas da matriz extracelular (Mauad T, 2000). Esse desequilíbrio gera 

mudanças na via área incluem o aumento da parede da via área, a hipertrofia 

epitelial, hiperplasia da mucosa, fibrose subepitelial, hiperplasia dos miofibroblastos, 

hipertrofia e hiperplasia das células da musculatura lisa. O remodelamento é um 

contínuo processo causado pela lesão gerada pelo alérgeno. Alguns fatores como 

morte celular e lesões no epitélio podem estar relacionadas a severidade da asma 

(Pakhale S, 2011). 

O grau dessas alterações nas vias aéreas, também tem sido associado aos 

níveis de gravidade da doença e diminuição da função pulmonar (Vignola AM, 2005) 

e possível correlação como o aumento à resposta a agentes constritores (Mauad T, 

2000)..  

 

1.5 – Atividade Física como terapia 

As atuais terapias para a asma não conseguem prevenir ou curar a doença, e 

atualmente não existem remédios que conseguem reverter totalmente o quadro da 

doença (Holgate S, 2011). Potenciais efeitos deletérios devido ao uso de longo 

prazo, altos custos e aderência as medicamentos e tratamentos são alguns dos 

problemas enfrentados hoje para um controle ideal da doença. Mesmo para as mais 

novas e caras terapias, como, por exemplo, o omalizumab, somente uma pequena 

parte da população como asmáticos graves e refratários parecem responder 

(Disabella V e Sherman C., 1998 e Chandratilleke MG et al, 2012). Opções de 
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tratamentos eficazes são limitadas, e terapias alternativas são um grande foco da 

pesquisa no mundo todo (Chandratilleke MG et al, 2012). 

O exercício físico tem inúmeros benefícios para indivíduos saudáveis e 

doentes (Mendes et al, 2010), a recomendação padrão é da realização de 20-30 

minutos de 60-85% da frequência cardíaca máxima de 4 à 5 vezes por semana, afim 

de melhorar não somente o controle da asma, mas a capacidade física geral.  

Devendo estarem orientados quando ao uso de medicamentos inalatórios e 

evitar exercícios em ambientes frios (O'Donnell DE et al, 2008). 

A dispneia sofrida durante o exercício ou o medo de que a mesma ocorra são 

os principais fatores que inibem os asmáticos a praticarem esportes e atividades 

físicas em grupo (O'Donnell DE et al, 2008 e Maltais F et al, 2008). 

Diversos estudos têm investigado os benefícios do exercício físico e 

reabilitação tanto da asma como de outras doenças pulmonares, como doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) (Neder JA , 1999 e Moreira A et al, 2008), que 

como a asma também é uma doença que gera inflamação crônica da via aérea. 

O exercício físico parece ter efeitos benéficos sobre a reduzir a inflamação 

das vias aéreas, como mostrado por uma redução da proteína C reativa (PCR) 

(Mendes FAR et al, 2011). A PCR é um marcador de inflamação sistêmico, muitas 

vezes usado para o acompanhamento da doença durante o tratamento. Em 

indivíduos asmáticos na ausência de qualquer outra doença inflamatória sistêmica a 

redução da CRP pode indicar uma redução da inflamação das vias aéreas. 

Os exercícios físicos apresentam um efeito importante sobre as espécies 

reativas de oxigênio: redução em malondialdeído (MDA) e óxido nítrico total de 

plasma (NO) (Gunay O et al, 2012), diminuição das células totais no escarro e 

eosinófilos (Silva PL et al, 2011), diminuição soro endothelin-1(Segal RJ et al, 2009), 
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e aumento da adiponectina e diminuição da leptina (Boule NG et al, 2001 e 

Sutherland TJT et al, 2008) são significativas e pode ser devido a redução na 

inflamação das vias aéreas. (Boule NG et al, 2001). Um aumento na prevalência de 

asma e obesidade tem sido associado (Sutherland TJT et al, 2008), porém não se 

sabe ainda se a presença de asma leva à obesidade ou se a obesidade leva ao 

desenvolvimento de asma. 

Vários estudos têm avaliado a intervenção da prática de exercícios físicos na 

excreção Fração expirada de óxido nítrico (FeNO), hiperresponsividade brônquica à 

metacolina ou histamina e broncoespasmo induzido pelo exercício (BIE) com 

resultados divergentes. Ainda não está totalmente elucidado se o FeNO poderia ser 

afetada por outras doenças não relacionadas ou outros fatores como estatura e 

idade (Franklin PJ e Stick SM, 2008 e Jartti, 2012). 

Um estudo recente demonstra que a resposta das vias aéreas à metacolina e 

BIE diminuiu, após 12 semanas de treinamento com ou sem montelucaste 

(Bonsignore MR et al, 2008). Essas melhoras sugerem que o mecanismo de 

provocação do exercício é diferente em comparação com metacolina (Bonsignore 

MR et al, 2008). Em outro estudo com utilização de farmacoterapia e farmacoterapia 

mais exercício Gunay et al, demonstraram que os níveis de LtE4, medidos em 

amostras de urina através da técnica ELISA, foram reduzidos tanto no grupo que 

recebeu farmacoterapia quanto no grupo farmacoterapia mais exercício, sem 

diferença significante entre ambos (p>0.05) (Gunay O et al, 2012). 

Um dos maiores problemas nas pesquisas clínicas com asmáticos, é o baixo 

número de indivíduos, colocando assim um questionamento se essas amostras são 

realmente representativas (Chandratilleke MG et al, 2012). Existem estudos 

demonstraram uma melhoria clinicamente significativa no controle da asma 
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utilizando o Asthma Control Questionnaire (ACQ) e melhorias na qualidade de vida 

utilizando o Life Questionnaire (AQLQ) após a aplicação de um programa de 

exercícios (Jartti T et al, 2012). 

O US Nurses’ Health Study dos EUA realizou um estudo através de seu 

banco de dados e demonstrou que em 2818 asmáticos que praticavam atividade 

física moderada, caminhada em ritmo acelerado por 20 minutos, três vezes por 

semana, pode ser associada a um menor risco de exacerbação da asma, 

independentemente da gravidade da asma e outras variáveis (Garcia-Aymerich J et 

al, 2009), este estudo demonstrou que houve uma relação dose-resposta; Quanto 

maior o nível de atividade física menor o risco de exacerbação da asma (Garcia-

Aymerich J et al, 2009). 

Em modelos animais diversos estudos tem demonstrado os benefícios do 

exercício físico aeróbio de baixa e média intensidade no processo inflamatório 

crônico das vias aéreas, reduzindo os níveis de mediadores pró-inflamatórios e pró-

fibróticos, reduzir a eosinofilia no lavado bronco alveolar, diminuir a liberação de 

citocinas Th2, aumentar a liberação de IL–10, e reverter o remodelamento, 

densidade peribronquial de eosinófilos e linfócitos, expressão de peribronquial de IL-

4 e IL-13, e edema das vias aéreas em animais treinados com inflamação crônica 

das vias aéreas comparados com animais sedentários com inflamação das vias 

aéreas (Vieira RP  et al, 2007, Vieira RP  et al, 2008, R.A. Silva , 2010, Vieira RP  et 

al, 2011 , Vieira RP  et al, 2011, Olivoa et al, 2012). Outros estudos também relatam 

a redução da expressão de NF-kB e diminuição de fatores de crescimento, nos quais 

é hipotetizado que podem estar envolvidos em processos anormais de reparo 

tecidual ( Chung KF e Barnes PJ, 1999, Kumar A et al, 2004, Ram FS, 2005, Xisto 

DG et al, 2005, Barnes PJ, 2008, Caroll N e Sly P, 1999, Finkelman FD et al, 2010,). 
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1.6 – Leucotrienos 

Os Leucotrienos (LTs) são importantes mediadores lipídicos envolvidos na 

asma, nas reações alérgicas e no sistema imune inato (Henderson WR et al, 1996 e 

Teal S. 2010). Os leucotrienos são alguns dos broncoconstritores mais potentes 

conhecidos e constituem mediadores importantes da inflamação nas vias 

respiratórias. Os fármacos que inibem a produção de leucotrienos ou a sua ligação a 

receptores desempenham um papel no tratamento da asma. (Kemp JP, 2009, Singh 

RK et al, 2010, Ago H et al, 2007). E podem ser divididos em duas classes: 

leucotrienos hemoatrativos Leucotrieno B4 (LTB4) e gerador de espasmos cistenil 

LTs (CysLTs: LTC4, LTD4, e LTE4) também classificado como substâncias de 

reação lenta de anafilaxia (Ago H et al, 2007, Martinez  MD et al, 2007). 

O LTB4 exerce uma forte ação quimioatrativa através dos receptores de alta 

afinidade LTB4 receptor-1 (BLT1) nas células alvo, sendo rapidamente gerado a 

partir de células ativas do sistema imune inato como neutrófilos, macrófagos e 

mastócitos (Henderson R et al, 2002 e Ohnishi H et al, 2008). 

Os LTs estão envolvidos nas fases inicial e tardia da reação asmática. Na 

fase inicial, são liberados juntamente com outros mediadores inflamatórios tais como 

IgE, PAF e superóxido (Singh RK et al, 2010, Watanabe S et al, 2009). Essa fase, 

quando não tratada, pode progredir para uma fase tardia caracterizada por edema 

perivascular, secreção de muco, infiltração da parede brônquica mediada por 

eosinófilos, monócitos e neutrófilos (Watanabe S et al, 2009, Aggarwal S et al, 

2010). 

Estudos recentes têm associado à relação entres variações genéticas e a via 

dos leucotrienos, susceptibilidade a asma, e resposta farmacológica ao tratamento 

da asma (Ago H et al, 2007 e Kemp JP et al, 2010). Os cistenil leucotrienos (CysLTs) 



35 

 

são uma família de potentes mediadores inflamatórios lipídicos, sintetizados a partir 

do ácido araquidônico por uma variedade de células incluindo mastócitos, 

eosinófilos, e basófilos (Singh RK et al, 2010). 

O ácido araquidônico é transferido pela proteína ativadora 5-lipoxygenase 

para 5-lipoxygenase iniciando o processo de oxigenação do ácido araquidônico para 

o ácido 5(S)-hydroperoxyeicosatetraenoic (5S-HpETE), seguido pela desidratação 

do instável epóxido leucotrieno A4 (LTA4). A formação crítica da enzima do CysLTs 

(i.e., LTs C4, D4, e E4) da LTA4 é LTC4 sintase (LTC4S) que é parte da família das 

proteína ligadoras de membrana envolvidas nos metabolismos de eucosanóide e 

glutationa, incluindo a proteína ativadora 5-lipoxygenase, microsomal glutathione S-

transferase (MGST), e microsomal prostaglandin synthase (Martinez MD, 2007). 

Cisteinil leucotrienos são gerados por eosinófilos, basófilos, mastócitos, 

macrófagos, e as células dendríticas mielóides em resposta à ativação (Kanaoka Y 

et al, 2004). Em cada tipo de célula, o ácido araquidônico é oxidado por 5-

lipoxigenase (5-LO) para gerar o instável precursor leucotrieno A4(LTA4) (Malaviya 

R et al, 103), e subsequentemente, o leucotrieno C4 sintase (LTC4S) converte LTA4 

à parent cis-LT, LTC4 (Lam BK et al, 104). Após a exportação dependente de 

energia a partir da célula (Lam BK et al, 1989), a LTC4 sequencialmente convertido 

para LTD4 (Carter BZ et al, 1998), e depois para as finais e mais estáveis dos 

cisteinil leucotrienos, LTE4 (Lee CW et al, 1983).  

Assim, três diferentes tipos de cistenil leucotrienos (LTC4, LTD4, e LTE4) são 

gerados a partir de um único intracelular evento pelas sucessivas conversões 

enzimáticas. Em adição a esta intracelular via, há também um mecanismo 

intracelular para a geração de cistenil leucotrieno que pode ser realizada por células 
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que expressam LTC4S, mas não a enzima proximal 5-LO na via (por exemplo, 

plaquetas, células endoteliais).  

Neste último mecanismo, as células que expressam LTC4S podem converter 

LTA4 extracelular (lançado por neutrófilos ou outras células com uma enzima 5-LO 

ativo) e pode servir como uma fonte adicional de cistenil leucotrienos em certos 

estados inflamatórios. (Maclouf J et al, 1994) Em um estudo recente foi demonstrado 

que as plaquetas aderentes foram responsáveis por aproximadamente 60% da 

atividade LTC4S e geração de cistenil leucotrienos por granulócitos de indivíduos 

com aspirin exacerbated respiratory disease (AERD), uma doença consistentemente 

associada com altos níveis de produção de cistenil leucotrienos (Laidlaw TM et al, 

2012). 

A bioatividade dos cistenil leucotrienos tem uma grande importância para 

prática clínica, em particular a sua potência como constritora das musculares lisas, 

estimulou o interesse nestes mediadores como potencial terapêutico alvo na asma. 

A capacidade de monitorar os níveis urinários de LTE4 como um reflexo da 

sistêmica geração cistenil leucotrienos in vivo permitiram a prova de que cistenil 

leucotrienos são gerados por indivíduos com exacerbações agudas de asma 

(Laidlaw TM et al, 2012).  

O papel dos cistenil leucotrienos na asma tem sido bem validado pelos 

ensaios clínicos utilizando as drogas disponíveis. O zileuton um inibidor de 5-LO, 

consegue reduzir a excreção urinária de cistenil leucotrienos em aproximadamente 

50%, e antagonistas seletivo do receptor de cistenil leucotrienos 1 (CysLT1) 

conseguem melhorar a função pulmonar e a frequência das exacerbações (Liu MC 

et al, 1996). 
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Embora grande parte do foco em leucotrienos na asma é sobre os cistenil 

leucotrienos, estudos recentes têm definido um importante papel do leucotrienos B4 

(LTB4) em modelos experimentais de asma. LTB4 é formado a partir de LTA4 pela 

LTA4 hidrolase, enzima presente nos leucócitos. Receptores de alta afinidade e de 

baixa afinidade para o LTB4 designado BLT1 e BLT2 são receptores G-protein-

coupled, que se encontram na superfície celular (Drazen JM et al, 1992 e Liu MC et 

al, 1996). A expressão do receptor BLT1 é restrita a leucócitos incluindo células T 

efetoras e é altamente específico para LTB4, enquanto o receptor BLT2 é expresso 

em diversas células. Recentemente, ambos os receptores BLT1 e BLT2 foram 

identificados em vias aéreas humanas nas células do músculo liso (Liu MC et al, 

1996). O ligante endógeno para BLT2 é o 12(S)-hydroxyheptadeca-5Z,8E, 10E-

trienoic acid (12S-HHT) (Laidlaw TM e Boyce JA, 2012) 

 

1.7 - Exercício Físico e Broncoconstrição 

Um importante papel dos leucotrienos foi identificado na broncoconstrição 

induzida por exercício (BIE) (Jonathan M et al, 2013), uma condição caracterizada 

pela falta de ar e tosse devido à broncoconstrição que pode durar de 30-90 minutos 

após períodos de exercício físico. Existem estudos demonstrando que dentre os 

asmáticos 40-50% (Cabral AL et al, 1999) e outros demonstrando entre 70-80% 

(Jeffrey M et al, 1999) dos pacientes apresentam broncoconstrição induzida por 

exercício quando expostos a testes físicos (Cabral AL et al, 1999 e Jeffrey M et al, 

1999).  

As razões para essa discrepância podem ser resultado de uma variação na 

mensuração da broncoconstrição induzida por exercício, variação no limiar para 

determinar um teste positivo e a população testada. O tipo, duração e intensidade do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laidlaw%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22925317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boyce%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22925317
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exercício e condições ambientais também são fatores fundamentais que podem 

afetar os resultados dos testes (Pakhale S et al, 2013).  

Em recente revisão de literatura por Pakhale et al, o efeito do treinamento 

físico na inflamação das vias aéreas ainda não é totalmente comprovado e 

compreendido (Luks V et al, 2013 e Gunay O et al, 2012), entretanto evidências que 

sugerem que o exercício físico possa reduzir a inflamação da via aeres de 

asmáticos, dessa forma a atividade física se apresenta como um tratamento 

acessível, de baixo custo, com outros benefícios a saúde, não invasivo e prazeroso 

da asma (Gunay O et al, 2012 e Pakhale et al, 2013), em animais os benefícios da 

asma incluem a diminuição da eosinofilia no lavado broncoalveolar, diminuição das 

citocinas Th2, aumento da IL-10, e reversão do remodelamento das vias aéreas em 

treinados asmáticos comparado com seus pares sedentários (Luks et al, 2013).  

Em complemento, existe uma diminuição da expressão de proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), um potente estimulador da liberação de 

histamina e leucotrienos nas vias aéreas de humanos (Chung KF e Barnes PJ, 1999 

e Normando VMF et al, 2013). 

Asmáticos com broncoconstrição pós-exercício tem uma concentração maior 

de células epiteliais no escarro induzido além de níveis elevados de cistenil 

leucotrienos (Hallstrand TS et al, 2005 e Carraro S et al, 2005). Além disso, esses 

níveis permanecem elevados de 30 minutos à 6 horas após o desafio com exercícios 

físicos (Hallstrand TS et al, 2005 e Mickleborough TD, 2005). A Liberação de LTB4 

também foi identificada após o desafio de exercício em alguns estudos 

(Mickleborough TD, 2005), mas não todos os estudos (Hallstrand TS et al, 2005). 

Estes resultados podem explicar parcialmente os resultados onde ocorre a 

liberação de MUC5AC em vias respiratórias após desafios com exercícios está 
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associada com o nível cistenil leucotrieno, que por sua vez está associado com o 

nível de neuroquinina A, uma vez que a secreção de taquiquininas é para ser um 

evento importante na desgranulação das células caliciformes (Hallstrand TS et al, 

2007).  

Existem evidências de que os antagonistas dos receptores CysLT1 e 

inibidores de 5-LO reduzem a gravidade da broncoconstrição pós exercício tanto na 

administração a curto prazo quanto na utilização crônica como tratamento para a 

asma (Hallstrand TS et al, 2006). Em 2007, nos EUA a Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou o montelucaste, antagonista de CysLT1, para a 

prevenção do BIE em pacientes com 15 anos de idade ou mais com base em 

estudos que demonstram a eficácia para a prevenção de BIE quando utilizada uma 

única dose de 10mg 2 horas antes do (Pearlman DS et al, 2006 e Philip G et al, 

2007).  

Em pacientes adultos que apresentam BIE, o montelucaste reduziu 

significativamente a gravidade da broncoconstrição com administrações 2 horas, 12 

horas e 24 horas após uma única dose com base na diminuição máxima e melhorou 

a recuperação pós-exercício do BIE (Pearlman DS et al, 2006). Um segundo estudo 

mostrou uma eficácia semelhante em 2 horas após uma única dose de montelucaste 

em comparação com o placebo, mas não conseguiu mostrar uma diferença 

estatisticamente significativa com 12 horas e 24 horas (Philip G et al, 2007).  

Em crianças que apresentam BIE e que estavam utilizando corticosteroides 

inalados a gravidade do BIE foi reduzida em relação ao placedo no grupo 12 horas 

após uma única dose, mas não dos grupos 2 horas e 24 horas(Peroni DG et al, 

2002). Um estudo recente demonstrou também o efeito do antagonista do receptor 

de cistenil leucotrieno 1 como aditivo ao salmeterol β2-agonista inalado na redução 
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da resposta das vias aéreas ao respirar ar frio após uma únicas de estas drogas 

(Coreno A, 2005).  

Existem diversas revisões demonstrando a segurança e eficiência do 

exercício físico de intensidade, duração e frequências adequadas para o tratamento 

da asma tanto em modelo animal quanto humano (Ries, AL et al, 2007, Nici, L et al, 

2006, Holland, AE e Hill, CJ, 2011, Woods JÁ et al, 2006), mas até o presente 

momento nenhum artigo investigou as possíveis alterações na via dos leucotrienos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 – Objetivo Geral 

O objetivo geral deste estudo é avaliar se os efeitos antiinflamatórios do TFA 

leve em um modelo experimental de asma é mediado por alterações nos níveis de 

CysLTs ou Ltb4, ou por alterações na expressão de sintases de leucotrienos, 5-

lipoxygenase (5-LO) ou LTC(4) sintase. 

 

2.2 – Objetivos Específicos 

2.2.1 -  Avaliar os efeitos do TFA sobre a inflamação alérgica crônica das vias aéreas 

num modelo experimental de asma. 

2.2.2 -  Avaliar os efeitos do TFA sobre o remodelamento das vias aéreas num 

modelo experimental de asma. 

2.2.3 - Avaliar os efeitos do TFA sobre a expressão das sintases de leucotrienos, 

LTA4 hidrolase (Lta4h), leucotrieno C4 (Ltc4), cisteinil leucotrieno 1(Cyslt1), cisteinil 

leucotrieno 2 (Cyslt2), leucotrieno B4 (Ltb4r2) e 5-lipoxigenase (5-Lo). 

2.2.4 - Avaliar os efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno B4 (Ltb4r2) e 

cisteinil leucotrieno 2 (Cyslt2) no homogenato pulmonar. 

 

 

 

 

http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 – Animais 

Foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem C57Bl/6, adultos 

jovens, com 06-08 semanas de idade, pesando aproximadamente 15-20g. Os 

animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo e mantidos em condições controladas de temperatura 

(22-25°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/12h escuro), e 70% de umidade relativa, 

na Universidade Nove de Julho. A alimentação constou de água e ração (Purina 

Labina®, São Paulo, Brasil) “ad libitum”.  

Os estudos aqui apresentados foram aprovados pelo Comitê da Universidade 

Nove de Julho (Protocolo de Pesquisa número AN0021_2013 aprovado no dia 21 de 

novembro de 2013). 

 

3.2 – Protocolo Experimental 

Foram utilizados 80 animais C57BL/6 separados em 4 grupos: Controle (n = 

20), Exercício (n = 20), Ova (n = 20) e Ova + Exercício (n = 20). 

 

3.3 – Sensibilização e Desafio dos Animais 

O modelo de “asma” (inflamação pulmonar alérgica crônica) será induzido 

através de injeção intra-peritoneal com OVA (20μg/animal) diluída em soro 

fisiológico (NaCl 0,9%), na proporção de 1g/10ml, correspondendo a 

20μg/OVA/animal nos dias 0, 14, 28 e 42, seguidos por inalação com solução de 

ovalbumina (1%) três vezes por semana, 30min por sessão, a partir do dia 21 até o 

dia 53 do protocolo experimental.  
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Para a realização da inalação, os camundongos foram colocados numa caixa 

de acrílico (30 x 15 x 20 cm) acoplada a um nebulizador ultrassônico (modelo 

Pulmoclear II Luxo, marca Soniclear®, SP, Brasil) e submetidos à inalação de um 

aerosol de OVA preparada conforme descrito acima. Os animais não sensibilizados 

foram receberam injeções intraperitoniais e foram inalados com soro fisiológico. 

 

3.4 – Treinamento Aeróbio e Teste Físico 

O treinamento físico aeróbio foi realizado em esteira ergométrica adaptada 

para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed®, RS, Brasil), por um período 

de 04 semanas. Na semana anterior ao início do treinamento, os animais foram 

submetidos a 03 dias de adaptação na esteira ergométrica que constava de 15 

minutos de atividade a uma velocidade de 0,3Km/h. Quarenta e oito horas após o 

terceiro dia de adaptação, os animais foram submetidos a um teste de esforço 

máximo. O teste consistiu de 05 minutos de aquecimento a uma velocidade de 

0,3Km/h que era aumentada em 0,1Km/h a cada 2,5 minutos até a exaustão dos 

animais. Os animais foram considerados exaustos quando não conseguiam 

permanecer correndo mesmo após 10 estímulos mecânicos.  

A partir dos resultados do teste foram calculadas a intensidade média dos 

grupos Exercício e Asma e Exercício para prescrição do treinamento aeróbio de 

intensidade leve. O treinamento foi realizado 05 vezes por semana, 60 minutos por 

sessão, durante 04 semanas. Após este período, o teste físico foi repetido com o 

intuito de reavaliar o condicionamento físico dos animais. 
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Figura 1. Modelo Experimental 

 

3.5 – Avaliação da Responsividade Brônquica 

Um grupo de 5 animais que cada grupo experimental foi utilizado somente 

para a avaliação da responsividade brônquica. 

Vinte quatro horas após a última inalação com OVA ou salina, a responsividade 

brônquica para metacolina (MCh) foi avaliada em camundongos conscientes usando 

um sistema de pletismografia de corpo inteiro com fluxo (Buxco Europe, Winchester, 

Reino Unido).  

A literatura demonstra que o Penh tem uma relação teórica com a obstrução 

das vias aéreas (135). Portanto, a hiperresponsividade brônquica foi avaliada 

utilizando os valores calculados do Penh como um índice. As medidas basais foram 

tomadas durante três minutos após a ambientação dos animais. Uma média das 

medidas foi calculada para este intervalo. Em seguida os camundongos foram 

expostos à nebulização de solução fisiológica 0,9% por 03 minutos, seguidos pela 

nebulização das seguintes concentrações de metacolina (6,25, 12,5, 25,0, 50,0 
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mg/ml). As medidas foram obtidas por 05 minutos (sendo 03 minutos durante a 

nebulização e 02 minutos após). Os valores do Penh foram calculados como a 

média de aproximadamente 25 ciclos respiratórios, e as médias dos valores 

cumulativos foi expressa para cada concentração (Roorda RJ et al, 1994). 

 

3.6 – Coleta e Análise do Soro do Sangue 

Foi realizada uma incisão de 3-4 cm na linha mediana do abdômen do animal. 

Foi então coletada uma amostra de sangue (01ml) na via veia cava inferior utilizando 

seringa (01ml) e agulha (12,7mm x 0,33mm). As amostras de sangue foram 

centrifugadas (5000 rpm, 4°C) e o soro aliquotado e armazenado a – 20°C para 

análises via ELISA. 

 

3.7 – Coleta e Análise do Lavado Broncoalveolar (LBA) 

Os animais foram anestesiados com uma solução de Cloridrato de Cetamina 

(Quetamina) e Cloridrato de Xilazina (Xilazina), Quetamina 100mg/kg e Xilzaina 

10mg/kg. Os animais foram traqueostomizados e canulados. Os pulmões foram 

lavados com 1,5ml (03 x 0,5ml) de soro fisiológico estéril (NaCl 0,9%) e 1,0ml de 

LBA foi recuperado. Este volume foi então centrifugado (1000rpm, durante 7 

minutos) a 04°C, e o sobrenadante coletado e armazenado a –20°C para análises 

futuras via método de ELISA.  

O botão de células foi ressuspendido em 1,0ml de soro fisiológico estéril 

(NaCl 0,9%) e utilizado para avaliação do número de células total e diferencial. Dez 

microlitros foram utilizados para a contagem total com corante azul de tripano e cem 

microlitros foram utilizados para realizar a contagem diferencial após centrifugação 

(05 min, 450 rpm) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments, Sewickley, PA) e 
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fixação em lâminas com o corante Grün-wald-Giemsa. Foram contadas 300 células 

por lâmina. 

 

3.8 – Histoquímica e Imunohistoquímica 

Imediatamente após a coleta do LBA e do sangue, o pulmão esquerdo do 

animal foi perfundido com 1 ml de formol 10% durante 24 horas. Após esse período, 

os pulmões foram cortados no seu maior eixo e foram submetidos a processamento 

histológico de rotina. 

 

3.8.1 – Histoquímica 

As lâminas contendo cortes histológicos de 05μm foram submetidas aos 

seguintes procedimentos: 

- Hematoxilina e Eosina - coloração utilizada para avaliação do índice da espessura 

da musculatura lisa da via aérea. 

- Resorcina Fucsina de Weigert com Oxidação – coloração utilizada para avaliação 

da proporção de volume de fibras elásticas nas vias aéreas, nos vasos e no 

parênquima pulmonar . 

- Picrossírius – coloração utilizada para avaliação da proporção de volume de fibras 

colágenas nas vias aéreas . 

-Ácido periódico de Schiff – coloração utilizada para avaliação do muco. 

 Foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, avaliados num aumento de 

400x,a proporção de volume de fibras de músculo liso, de fibras colágenas, de fibras 

elásticas e muco foram calculadas como a proporção do número de pontos que 

incidiram sobre de músculo liso, de fibras colágenas, de fibras elásticas e muco pelo 
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número de pontos que incidiram na parede das vias aéreas.Os resultados foram 

expressos em porcentagem.  

 

3.8.2 – Imunohistoquímica  

Cortes de tecido colocados em lâminas silanizadas (Sigma Chemical Co.;St. 

Louis, Missouri, EUA) foram inicialmente desparafinadas e hidratas e submetidas 

aos seguintes procedimentos: 

Recuperação antigênica:  

A recuperação dos sítios antigênicos foi realizada em alta temperatura com 

solução tampão de ácido cítrico 10mM pH 6 Á 95 graus Celsius por 30 minutos, 

ocorrendo o resfriamento por 20min. 

Bloqueio da Perioxidade Endógena 

O bloqueio da peroxidade endógena presente nas hemácias é feito com 3 

banhos de 5minutos de água oxigenada 10v (3%), sendo lâminas em seguida 

lavadas com água corrente, água destilada e tampão salino (PBS) 

Bloqueio de Proteínas Inespecíficas 

Foi realizado através da imersão das lâminas em solução de caseína (0,5%) em 

tampão de fosfato pH 7,4 por 5min. em temperatura ambiente e colocadas 

posteriormente em solução tampão salino(PBS) 

Incubação 

A incubação foi realizada por 24 horas à 4 graus Celsius com os anticorpos 

primários diluídos em 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). Posteriormente 

lavadas por duas vezes de 5min. em solução salino (PBS) e incubadas com 

anticorpo secundário por 30min. Após as lâminas foram lavadas em tampão (PBS) e 

incubadas com cromógeno Diaminobenzidina (DAB) (sigma-Aldrich Chemie, 
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Steinheim, Alemanha) por 10min, lavados em água corrente por 10min. e contra-

colorados com Hematoxilina de Harris (merck, Darmstadt, Alemanha) por 2min. 

Foram utilizados os anti-corpos Lta4h (C-21) SC-23070, Ltc4 (Y-13)-R: SC-22566-R, 

Cyslt2 (A-14):sc-27918, Cyslt1 (C-16): SC-31172, Ltb4r2(H-49):sc-98841 e 5-Lo(N-

19):SC-8885, utilizados de acordo com as orientações do fabricante (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) 

Para avaliar a expressão dos anti-corpos nas células inflamatórias 

peribrônquicas foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, avaliados num 

aumento de 400x. A área utilizada para a avaliação da densidade de células 

inflamatórias foi calculada a partir do número de pontos que incidiam na parede das 

vias aéreas (localizados entre o músculo e a adventícia). A densidade de células foi 

determinada como o número de células positivas em cada campo, dividido pela área 

de tecido. A densidade de células foi expressa em célulasmm2. 

Para avaliar a expressão dos anti-corpos no epitélio brônquico, foram 

analisadas 05 vias aéreas de cada animal, avaliados num aumento de 400x, e foi 

calculado a proporção do volume  de pontos expressando os respectivos anti-corpos 

pelo número de pontos que incidiram na parede das vias aéreas.Os resultados foram 

expressos em porcentagem.  

 

3.9 – Análise Estatística 

Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Califórnia, 

EUA). A distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuição paramétrica foram submetidos ao 

teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls para comparação entre 

os grupos. Os dados com distribuição não paramétrica foram submetidos ao teste 
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One-way ANOVA on Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparação entre 

os grupos. Os níveis de significância foram ajustados para 5% (p<0.05). Os gráficos 

foram elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (Califórnia, EUA). Os 

resultados foram apresentados como média e desvio padrão (dados paramétricos) e 

como box plot (dados não paramétricos). 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

4. Resultados 

 

4.1 - Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade pulmonar 

A avaliação da hiperresponsividade pulmonar através da pletismografia de 

corpo inteiro. 
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Figura 2. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brônquica em níveis basais 
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Figura 3. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brônquica com expostos à 
nebulização de PBS. 
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Figura 4. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brônquica expostos à 

nebulização de 6,25 mg/ml de MCh. 

 

 

 

Controle Exe OVA OVA+Exe
0.0

0.5

1.0

1.5

P
e
n

h
 (

1
2
 m

g
/m

l 
d

e
 M

C
h

)

 

Figura 5. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brônquica expostos à 

nebulização de 12 mg/ml de MCh.  
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Figura 6. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brônquica expostos à 

nebulização de 25 mg/ml de MCh. *p<0,05 quando comparado aos demais grupos. 
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Figura 7. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brônquica expostos à 

nebulização de 50 mg/ml de MCh.. **p<0,01 quando comparado aos demais grupos. 

 

A hiperresponsividade brônquica foi avaliada pela inalação dos animais com 

PBS e doses crescentes de metacolina (de 6,25 a 50 mg/ml) (Figuras 2-5). Os 

animais de todos os grupos não apresentaram diferença significante no nível Basal e 

com inalações de PBS, 6,25 mg/ml MCh, 12 mg/ml MCh. Quando submetidos a 

inalações de 25mg/ml(figura 6) o grupo Ova apresentou diferença(p<0,05) em 
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relação a todos os grupos e com 50mg/ml(figura 7) também apresentou 

diferença(p<0,01) em relação a todos os grupos. 

De maneira geral, com doses mais elevadas de MCh o exercício físico no 

animal Ova+Exe se mostrou eficiente para diminuir a hiperresponsividade brônquica 

de maneira significante quando comparado ao animal do grupo Ova, mas mantendo-

se mais elevada em relação ao grupo não sensibilizado e desafiados, Controle e 

Exe. 

4.2 - Efeitos do TFA sobre a inflamação alérgica crônica das vias aéreas 

Essa avaliação já foi realizada através da medida do número de células totais, 

diferenciais e citocinas no lavado broncoalveolar. Citocinas no LBA e soro. E medida 

do número de células diferenciais também no espaço peribrônquico. 

4.2.1 - Inflamação pulmonar no LBA 

O grupo OVA apresentou um aumento do número total de células, bem como 

de eosinófilos, linfócitos, neutrófilos e macrófagos quando comparado aos demais 

grupos. O treinamento físico aeróbio, por sua vez, atenuou significativamente tanto o 

número total como a contagem diferencial de células (p<0,05) (Figuras 8-12). 
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Figura 8. Efeitos do TFA sobre o número total de células no LBA. ***p<0,001 

quando comparado ao grupo controle; *p<0,05 quando comparado ao grupo OVA. 
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Figura 9. Efeitos do TFA sobre o número de neutrófilos no LBA. ***p<0,001 quando 

comparado ao grupo controle; **p<0,05 quando comparado ao grupo OVA.  
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Figura 10. Efeitos do TFA sobre o número linfócitos no LBA. ***p<0,001 quando 

comparado ao grupo controle; **p<0,05 quando comparado ao grupo OVA. 
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Figura 11. Efeitos do TFA sobre o número eosinófilos no LBA. ***p<0,001 quando 

comparado aos demais grupos; ###p<0,001 quando comparado ao grupo OVA. 
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Figura 12. Efeitos do TFA sobre o núme]ro macrófagos no LBA. **p<0,05 quando 

comparado aos demais grupos; ##p<0,05 quando comparado ao grupo OVA. 

O número de células totais no lavado broncoalveolar do grupo Ova foi 

significativamente aumentado quando comparado ao grupo controle, Exe e Ova+Exe 

(p<0.001 ) Mostrando que o  treinamento físico modulou a migração de células 

inflamatórias para o pulmão (figura 8). 
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Na contagem diferencial ocorreu diferença significante entre o grupo Ova e os 

demais grupos nos níveis de neutrófilos(p<0.01) (figura 9), linfócitos(p<0.01) (figura 

10), eosinófilos (p<0.01) (figura 11) e macrófagos(p<0.05) (figura 12). 

Um importante dado foi a capacidade do exercício físico de reduzir o número 

de eosinófílos no lavado bronco alveolar, visto que a migração de eusinófilos para o 

pulmão é uma das características fundamentais da inflamação crônica gerada pela 

asma. 
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Figura 13. Efeitos do TFA sobre os níveis de IL-5 no LBA. Os valores estão 

expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrão 

*p<0,05, quando comparado ao grupo controle; **p<0,05 quando comparado ao 

grupo OVA. 



57 

 

Controle Exe OVA OVA+Exe
0

50

100

150

200

IL
-1

0
 B

A
L

 (
p

g
/m

L
)

 

Figura 14. Efeitos do TFA sobre os níveis de IL-10 no LBA. Os valores estão 

expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrão. 
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Figura 15. Efeitos do TFA sobre os níveis de IFN-gamma no LBA. Os valores estão 

expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrão. 

As figuras 13, 14 e 15 representam os níveis de IL-5, IL-10 e IFN-gamma 

(respectivamente) obtidos do lavado broncoalveolar. A exposição à OVA aumentou 

os níveis de IL-5 quando se comparam os grupos OVA e Controle (p<0,05), mas 

diminuiu no grupo OVA+Exe quando comparado ao grupo OVA (p<0,05) (Figura 13).              
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Resultado similar ao apresentado em outras pesquisas já realizadas por 

nosso grupo (Vieira RP et al, 2007 e Vieira RP et al, 2011) . Em contrapartida ao 

analisar os níveis de IL-10 e IFN-gamma, os grupos não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa (Figura 14 e 15). 

 

 

4.2.2 - Citocinas no Soro 
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Figura 16. Efeitos do TFA sobre os níveis de IL-5 no soro. Os valores estão 

expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrão. 
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Figura 17. Efeitos do TFA sobre os níveis de IL-10 no soro. Os valores estão 

expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrão 

**p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 18. Efeitos do TFA sobre os níveis de IFN-g no soro. * p<0.05 quando 

comparado a todos os demais grupos. 

Na análise dos níveis da citocina IL-5 no soro sanguíneo os grupos não 

apresentaram diferença significante (Figura 16). Ao analisar os níveis de IL-10 no 

soro todos os grupos apresentaram um aumento significativo ao serem comparados 

com o grupo controle (p<0.05) (Figura 17). Simultaneamente, existe diferença 

estatística nos níveis de IFN-gama quando os grupos são comparados ao grupo 

exercício (p<0.05) (Figura 18).  
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4.2.3 - Inflamação pulmonar no espaço peribrônquico 
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Figura 19. Efeitos do TFA sobre o número de linfócitos no espaço peribrônquico. 

*p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 
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Figura 20. Efeitos do TFA sobre o número de macrófagos no espaço peribrônquico. 

**p<0.01 quando comparado a todos os demais grupos. 

Foi possível observar uma redução significante (p<0,05) no número de 

linfócitos no espaço peribrônquico (figura 19) e no número de macrófagos(p<0,01) 

no espaço peribrônquico (figura 20). Mas não foi possível encontrar níveis 
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significantes de neutrófilos e eosinófilos no espaço peribrônquico para que fosse 

possível realizar uma comparativo entre os grupos (dados não mostrados). 

4.3 - Efeitos do TFA sobre o remodelamento das vias aéreas 

Lâminas contendo cortes histológicos de 05μm foram submetidas aos seguintes 

procedimentos. 
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Figura 21. Efeitos do TFA sobre a porcentagem de fibras colágenas na parede das 

vias aéreas. **p<0.01 quando comparado a todos os demais grupos. Imagem: 

A=controle, B=exercício, C=asma, D=asma=exercício 
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Figura 22. Efeitos do TFA sobre a porcentagem de fibras elásticas na parede das 

vias aéreas. **p<0.01 quando comparado a todos os demais grupos. Imagem: 

A=controle, B=exercício, C=asma, D=asma=exercício 

O treinamento físico em animais não sensibilizados não modificou a 

proporção de volume de fibras colágenas e elásticas nas vias aéreas  

(respectivamente, figuras 21 e 22). A sensibilização no grupo OVA aumentou 

significativamente a proporção de volume de fibras colágenas (p<0,01) e elásticas 

nas vias aéreas(p<0,01)  quando comparado aos grupos não sensibilizados e 

também em relação ao grupo Ova+Exe. Demonstrando que o aumento na deposição 
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de colágeno e fibras elásticas foram totalmente inibidos pelo exercício físico, 

mantendo níveis similares aos encontrados em animais não sensibilizados e 

desafiados. 
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Figura 23. Efeitos do TFA sobre a musculatura lisa na parede das vias aéreas. 

*p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. Imagem: A=controle, 

B=exercício, C=asma, D=asma=exercício 
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A redução da espessura da musculatura lisa corrobora com pesquisas 

realizadas anteriormente em nosso laboratório. Mostrando um significante aumento 

da musculatura lisa brônquica nos animais sensibilizados do grupo ova(p<0,05) em 

comparação com os demais grupos, demonstrando que o exercício físico inibiu de 

alguma forma a hipertrofia e hiperplasia muscular brônquica. Isso corrobora com a 

ação dos Cistenil Leucotrienos, nos quais  tem uma potente ação bronconstritora, o 

que levaria a um aumento da musculatura lisa brônquica(Laidlaw TM et al, 2012).  
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laidlaw%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22925317
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Figura 24. Efeitos do TFA sobre os níveis de muco das vias aéreas. **p<0.01 

quando comparado a todos os demais grupos. Imagem: A=controle, B=exercício, 

C=asma, D=asma=exercício 

Houve um aumento da produção de muco do grupo OVA em relação a todos 

os demais grupos(p<0,01), mas curiosamente o grupo Exe (treinados e não 

sensibilizado) e também o grupo Ovav+Exe (treinados e sensibilizados) 

apresentaram um aumento na produção de muco comparado aos animais do grupo 

Controle (não treinados e não sensibilizados), mas não foi apresentada diferença 

significativa entre esses grupos. 

 

4.4 - Efeitos do TFA sobre os níveis de leucotrienos no LBA 
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Figura 25. Efeitos do TFA sobre os níveis de LTC4 no LBA. Os valores estão 

expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrão. 
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Figura 26. Efeitos do TFA sobre os níveis de LTB4 no LBA. *p<0.05 quando 

comparado a todos os demais grupos. 

 Os níveis de LTC4 não apresentaram diferença entre os grupos, em 

oposição aos níveis de LTB4 onde o grupo OVA apresentou diferencia 

significativa(p<0,05) em relação a todos os grupos. Demonstrando que o exercício 

físico foi capaz de alterar os níveis de LTB4 no lavado broncoalveolar. LTB4 é 

reconhecido como um dos mais potentes quimioatratores de leucócitos, promovendo 

a quimiotaxia e quimiocinese dos eusinófilos, por isso os resultados apresentados 

corroboram com os resultados encontrados nos níveis de eosinofílos do LBA (figura 

5). 
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4.5 - Efeitos do TFA sobre a expressão das células inflamatórias 

peribrônquicas de leucotrieno A4 hidrolase (LTA4H), 5-lipoxigenase (5-LO), 

leucotrieno C4 sintase (LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1 (Cyslt1), 

receptor Cisteinil leucotrieno 2 (Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2) 
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Figura 27. Efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H) 

nas células peribrônquicas. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 
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Figura 28. Efeitos do TFA sobre a expressão de 5-lipoxigenase (5-LO) nas células 

peribrônquicas. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 

 

http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
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Figura 29. Efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno C4 sintase (LTC4) nas 

células peribrônquicas. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 
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Figura 30. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor de Cistenil Leucotrieno 1 

(CysLT1) nas células peribrônquicas. *p<0.001 quando comparado a todos os 

demais grupos. 
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Figura 31. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor de Cistenil Leucotrieno 2 

(CysLT2) nas células peribrônquicas. *p<0.05 quando comparado a todos os demais 

grupos. 
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Figura 32. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor 2 de leucotrieno B4 (LTB4) 

nas células peribrônquicas. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 

Os resultados das análises através da técnica de imunohistoquimica 

demonstraram uma redução significante na expressão dos leucotrienos pelos 

leucócitos peribrônquicos (figuras 27, 28, 29, 30, 31 e 32). A expressão do receptor 

de cistenil leucotrino 1 apresentou a maior diferença quando comparado o grupo 
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Ova a todos demais grupos (p<0,001), e os receptores de cistenil leucotrino 2 e 

leucotrieno C4 sintase apresentaram diferença significante (p<0,05), dados que não 

apresentaram correlação com o dado encontrado através da técnica de Elisa no 

lavado broncoalveolar (figura 25). Em contrapartida os dados encontrados tanto no 

lavado broncoalveolar, quanto através da análise de imunohistoquimica para o 

receptor 2 de leucotrieno B4 apresentaram diferença estatisticamente significativa 

similar (p<0,05)(figura 26). 

4.6 - Efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-

lipoxigenase(5-LO),  leucotrieno C4 sintase (LTC4), receptor Cisteinil 

leucotrieno 1(Cyslt1), receptor Cisteinil leucotrieno 2 (Cyslt2), receptor 

leucotrieno B4 (Ltb4r2) no epitélio brônquico  
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Figura 33. Efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno A4 hidrolase (LTA4H) 

no epitélio brônquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos 

http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
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Figura 34. Efeitos do TFA sobre a expressão de 5-lipoxigenase (5-LO) no epitélio 

brônquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 
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Figura 35. Efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno C4 sintase(LTC4) no 

epitélio brônquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 
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Figura 36. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor de Cistenil Leucotrieno 1 

(CysLT1) no epitélio brônquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais 

grupos. 
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Figura 37. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor de Cistenil Leucotrieno 2 

(CysLT2) no epitélio brônquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais 

grupos. 
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Figura 38. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor 2 de leucotrieno B4 (LTB4) 

no epitélio brônquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos. 

Os resultados das análises através da técnica de imunohistoquimica 

demonstraram uma redução significante na expressão dos leucotrienos no epitélio 

brônquico (figuras 33, 24, 35, 36, 37 e 38), somente recentemente um estudo 

demonstrou que através de técnicas de cultura celular que o epitélio brônquico tem 

uma participação na produção dos leucotrienos (Tanabe T et al, 2014).  

A expressão de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-lipoxigenase(5-LO),  

leucotrieno C4 sintase (LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1(Cyslt1), receptor 

Cisteinil leucotrieno 2 (Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2) no epitélio brônquico 

apresentaram diferença estatisca ao comparar o grupo OVA a todos os demais 

grupos(p<0,05), dados que corroboram com os encontrados na expressão dos 

leucotrienos pelos leucócitos peribrônquicos (figuras 27, 28, 29, 30, 31 e 32) e com 

os níveis de LTB4 no lavado broncoalveolar(figura 26), mas não apresentaram 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanabe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25429648
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
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correlação com o dado de LTC4 encontrado através da técnica de Elisa no lavado 

broncoalveolar (figura 25).  

 

4.7 - Efeitos do TFA sobre a expressão de leucotrieno B4 receptor 2 (LTB4r2) e  

Cisteinil leucotrieno receptor 2(Cyslt2). 
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Figura 39. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor 2 de leucotrieno B4 (LTB4) 

no homogenato pulmonar. ***p<0.001 quando comparado a todos os demais grupos. 

Imagem: A=Anticorpo Ltb4r2, B=Ponceau. 

http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
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Figura 40. Efeitos do TFA sobre a expressão do receptor 2 de Cistenil leucotrieno 

receptor 2 (Cys2) no homogenato pulmonar. ***p<0.001 quando comparado a todos 

os demais grupos. Imagem: A=Anticorpo Cys2, B=Ponceau. 
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5. Discussão 

O presente estudo demonstrou que o treinamento físico de intensidade leve 

(60% da intensidade máxima em um teste incremental de velocidade), realizado de 

maneira frequente (5x por semana) com duração de 60min., apresentou uma 

diminuição significativa entre o grupo Ova e Ova+Exercício (p<0,001) na eosinofilia 

no lavado broncoalveolar induzida pela sensibilização pulmonar alérgica crônica com 

ovalbumina. Assim como reduziu macrófagos, linfócitos e neutrófilos (p<0,05) 

quando comparamos o grupo Ova e Ova+Exercício, resultado compatível com 

estudos já presentes na literatura (Vieira RP et al, 2007 e Vieira RP et al, 2011). 

As citocinas presentes no lavado broncoalveolar o exercício físico se mostrou 

capaz de modular os níveis de IL-5 (p<0,05) quando comparamos o grupos Ova e 

Ova+Exercício, que é uma importante citocina que apresentam um importante papel 

no remodelamento e manutenção da inflamação (Vieira RP et al, 2007). Em 

contrapartida no presente estudo o exercício não alterou os níveis de IFN-gamma e 

IL-10 de maneira estatisticamente significativa como em outros estudos envolvendo 

exercícios físico aeróbio de baixa e média intensidade (Chung KF e Barnes PJ, 

1999). 

Foi demonstrado uma alteração significativa número de macrófagos no 

espaço peribrônquico (p<0.01) e no número de linfócitos no espaço peribrônquico 

(p<0,05) quando comparado o grupo Ova a todos os demais grupos. 

Os resultados do presente estudo sugerem que o treinamento físico aeróbio pode ter 

papel na redução da migração eosinofílica, possivelmente pela diminuição da 

síntese de eosinófilos causado pela redução dos níveis de IL-5, que age tanto direta 

quanto indiretamente promovendo a diferenciação, proliferação, aumento do 
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recrutamento e da sobrevida das células inflamatórias na inflamação alérgica (Webb 

DC et al, 2000). 

Esses resultados sugerem que o treinamento físico aeróbio pode exercer um 

importante papel no tratamento da asma, devido aos seus possíveis efeitos 

antiinflamatórios, que parecem não estar somente restrito às vias aéreas, mas que 

também ao parênquima pulmonar. 

Nas análises dos níveis de IL-5, IL-10 e IFN-gamma (figuras 12-17). As 

figuras 12, 13 e 14 representam os níveis de IL-5, IL-10 e IFN-gamma 

(respectivamente) obtidos do lavado broncoalveolar. A exposição à OVA aumentou 

os níveis de IL-5 quando se comparam os grupos OVA e Controle (p<0,05), mas 

diminuiu no grupo OVA+Exe quando comparado ao grupo OVA (p<0,05) (Figura 12).   

Resultado similar ao apresentado em outras pesquisas já realizadas por 

nosso grupo (Vieira RP et al, 2007 e Vieira RP et al, 2011). Em contrapartida ao 

analisar os níveis de IL-10 e IFN-gamma, tanto no LBA quanto no Soro, os grupos 

não apresentaram diferença estatisticamente significativa (p>0,05)(Figura 13,14,16 e 

17). Não ocorrendo por tanto alteração nas citocina na expressão de citocinas Th1 

(IFN-gamma) e nem Th2 (IL-10) não demonstrando qualquer desequilíbrio Th1/Th2. 

Foi possível observar o efeito do treinamento físico aeróbio  sobre a 

porcentagem de fibras colágenas na parede das vias aéreas(p<0.05), fibras elásticas 

na parede das vias aéreas(p<0.01) e da espessura da musculatura lisa (p<0,05) 

quando comparado o grupo Ova a todos os demais grupos. Demonstrando que 

nosso estudo apresentou características de remodelamento das vias aéreas, 

modificações já demonstrados em estudos de outros autores (Vieira RP et al, 2011 e 

Mickleborough TD et al, 2005) e que o exercício físico mostrou um efeito protetor em 

relação ao remodelamento (Vieira et al, 2011).  
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Estas alterações estruturais são normalmente relatadas como sendo 

secundárias à inflamação e resultam num componente irreversível de obstrução das 

vias aéreas em pacientes asmáticos, especialmente na asma severa e como 

conseqüência o paciente, muitas vezes, deixa de responder aos broncodilatadores 

(Nici, L et al, 2006). 

Os leucotrienos são alguns dos broncoconstritores mais potentes conhecidos 

e constituem mediadores importantes da inflamação nas vias respiratórias. Os 

fármacos que inibem a produção de leucotrienos ou a sua ligação a receptores 

desempenham um papel no tratamento da asma (Henderson WR, 1996). A via dos 

leucotrienos pode ser inibida pelo inibidor da 5-lipoxigenase ou pelos antagonistas 

do receptor CysLT1(Kemp JP,2009). 

Neste estudo foram analisados os níveis de LTB4 e LTC4 no LBA, 

demonstrando modificações significantes nos níveis de LTB4 (p<0,05) mas não nos 

níveis de LTC4 (p>0,05). O LTC4 é parte dos cistenil leucotrienos (CysLTs: LTC4, 

LTD4, e LTE4) também classificado como substâncias de reação lenta de anafilaxia 

(93,94). Demonstrando por tanto que o exercício físico aeróbio, possuí uma 

influência nos níveis de LTb4 e que sua participação na ação quimioatrativa através 

dos receptores de alta afinidade LTB4 receptor-1 (BLT1) nas células alvo(Teal Set 

al, 2010), pode ser a explicação para a modulação dos níveis de células ativas do 

sistema imune inato como neutrófilos, macrófagos e mastócitos (Kemp JP,2009). 

A influência do TFA na expressão leucotrienos através da técnica de 

imunohistoquímica, demonstrou uma diferença estatística significante ao 

compararmos os níveis do grupo sensibilizado e desafiado(grupo OVA) a todos os 

demais grupos (p<0,05) tanto nos leucócitos peribrônquicos(figuras 27-32) quando 

no epitélio(figuras 33-38), demonstrando que o exercício físico diminuiu a expressão 
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de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-lipoxigenase(5-LO),  leucotrieno C4 sintase 

(LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1(Cyslt1), receptor Cisteinil leucotrieno 2 

(Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2) em animais sensibilizados, desafiados e 

treinados(grupo OVA+EXE).  

Esses dados corroboram com os encontrados através da técnica de Western 

Blot no homogenato pulmonar, que demonstraram uma diferença significante 

(p<0,001) tanto na expressão de LTB4r2 quanto Cys2.(figura 39 e 40) 
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6. Conclusão 

No presente estudo, nós avaliamos a influência do exercício físico em um 

modelo experimental de asma, onde foi possível constatar que nesse modelo a 

atividade física aeróbia de intensidade leve reduziu a inflamação e remodelamento 

pulmonar.  A via dos leucotrienos é de fundamental importância para o 

desencadeamento do processo inflamatório característico da inflamação crônica das 

vias aéreas, e o exercício físico demonstrou-se como uma ferramenta capaz de 

reduzir os níveis de LTb4 no lavado broncoalveolar e também a expressão 

leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-lipoxigenase(5-LO),  leucotrieno C4 sintase 

(LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1(Cyslt1), receptor Cisteinil leucotrieno 2 

(Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2) tanto nos leucócitos quanto no epitélio 

brônquico, além da expressão nos níveis de Ltb4r2 e Cys2 no homogenato 

pulmonar, demonstrando que em modelos animais a redução da inflamação gerada 

pelo exercício físico  é decorrente em parte da redução dos níveis de leucotrienos.  
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