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RESUMO

Os leucotrienos (LTs) desempenham um papel central na fisiopatologia da
asma. O exercicio fisico aerébico tem demonstrado ser capaz de reduzir a
inflamacao asmatica. Portanto, este estudo investigou se os efeitos anti-inflamatorios
do exercicio aerdbico ocorrem devido a inibicdo da via dos LTs. Quarenta
camundongos BALB/c machos foram distribuidos em quatro grupos: Controle,
Exercicio, OVA e OVA+Exercicio. Os camundongos foram sensibilizados e
desafiados com ovalbumina. O treinamento aerdbico foi realizado em uma esteira
adaptada, em intensidade leve, 5x/semana, 1h/sessao, durante 4 semanas, apds o
estabelecimento da inflamacédo das vias aéreas. Células totais e diferenciais foram
analisas no lavado bronco-alveolar (BAL), os niveis de citocinas no BAL, o numero
de linfocitos e macrofagos na parede das vias aéreas, o remodelamento das vias
aéreas (fibras coldgenas e elasticas, producdo de muco e da espessura do musculo
liso brénquico), a hiperresponsividade bronquica, além dos niveis de leucotrieno B4
(LTB4) e leucotrieno C4 (LTC4) no BAL. Adicionalmente, foi realizada a imuno-
histoquimica 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 exercicio aerdbico diminuiu 0o numero total de
células (p<0.05), eosindfilos (p<0.05), neutrdfilos (p<0.001), linfécitos (p<0.001) e
macrofagos (p<0.01) no BAL, bem como o numero de linfocitos (p<0.05) e os
macrofagos (p<0.01) na parede das vias aéreas. Além disso, o acumulo de fibras
coldgenas (p<0.01), fibras elésticas (p<0.01) e producdo de muco (p<0.01) e da
espessura do musculo liso brénquico (p<0.05) e os niveis de hiperresponsividade

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



sensibilizados e treinados. Além disso, os niveis de BAL de IL-5 (p <0,05), foram
reduzidos, bem como os niveis de LTB4 (p <0,05). A expressao 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 leucécitos peribronquicos foram
reduzidos pelo exercicio e a expressado 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 brébnquico. Concluimos que o treinamento de
intensidade leve reduz fendtipo da asma por inibicdo da via dos leucotrienos.

Palavras Chave: Asma, Leucotrienos, Exercicio, Imunologia, Inflamacgéo



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 / ¢ 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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INTRODUCAO

1.1 — Asma - Definicdo

A asma €é uma doenca inflamatéria crénica das vias aeéreas,
predominantemente alérgica, na qual muitas células e elementos celulares exercem
um importante papel. O quadro de inflamacdo cronica esta associado a
hiperresponsividade brénquica que leva a episodios recorrentes de dispneia, chiado
e tosse, principalmente a noite ou no inicio da manha. Estes sintomas estao
associados a obstrucdo bronquica sendo, ao menos, parcialmente reversivel
espontaneamente ou com tratamento (National Asthma Education and Prevention
Program, 2007).

Dependendo da severidade, as limitacbes do fluxo aéreo podem ser
acompanhadas de sintomas como dispneia, chiado, aperto no peito e tosse. A
producdo de muco nas vias aéreas também é aumentada em alguns pacientes
asmaticos, especialmente em pacientes cronicos e pds-exacerbacéo. A exacerbacéo
na asma consiste de ataques ou de pioras nos sintomas e funcdo pulmonar, elas
podem ocorrer de maneira rapida ou progressiva. Em ambas as situacdes sem
tratamento adequado o paciente pode vir a correr risco de vida, sdo 0s casos

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

2007) e Fuhlbrigge et al., 2012)

1.2 - Asma - Epidemiologia
A incidéncia mundial de asma é estimada entre 2,65 a 4/1000 ano e é mais

comum em criangas 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). Aléem disso, é mais presente em afro-descendentes
(12,27%) que em caucasianos (10,47%) (Sircar et AL, 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2005 foram
estimados 300 milhfGes de individuos 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 posicdo mundial em prevaléncia de
asma, com cerca de 273 mil internacfes e 2.500 Obitos em 2007, gerando custo
aproximado de R$ 98,6 milhdes para o Sistema Unico de Satde (SUS) (Neto, A. et

al.,2010).

1.3 - Asma - Fisiopatologia

O conceito de inflamac&o como um grande componente na patologia da asma
foi estabelecido a mais de 100 anos, através de estudos de autopsias, atraves de
analises macroscopicas de mudancas morfolégicas no tecido pulmonar das vias
aéreas de asmaticos (Ueber, C.H., 1882).
A asma é uma sindrome respiratdria caracterizada por uma inflamacao pulmonar
cronica associada a uma obstrucéo intermitente, hiper-reatividade das vias aéreas e
inflamacédo das vias aéreas que pode ser desencadeada por varios estimulos, como
alérgenos ambientais ou infec¢des virais (National Asthma Education and Prevention
Program, 2007 e National Institutes of Health,2009).

Esses estimulos geram um processo inflamatdrio que acomete o tecido
pulmonar e é caracterizada por uma obstrucdo do fluxo aéreo devido a alteracdes
principalmente da contragdo da musculatura lisa brénquica. Esta obstrugcédo

caracteriza a hiperresponsividade brénquica e ocorre em resposta a uma série de
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estimulos enddégenos ou exdégenos (Holgate ST , 2008 e Holgate ST e Davies DE
2009).

Esse quadro € acompanhado pelo aumento da producdo de muco e com 0
tempo pode levar a mudancas estruturais e funcionais no tecido denominado de
remodelamento pulmonar. Sabe-se que a patogénese da asma brénquica encontra-
se associada a componentes genéticos e torna-se mais grave com a exposicao a
fatores ambientais (Holgate ST , 2008 e Holgate ST e Davies DE 2009).

A asma € geralmente classificada entre intrinseca (ou nao-alérgica) e
extrinseca (ou alérgica), classificacdo gerada a partir da participacdo ou nao no
mecanismo alérgico das imunoglobulinas E (IgE) (Larche M et al, 2003). O processo
asmatico € dividido em duas fases: a) fase imediata, a principal causa sendo o
espasmo muscular da musculatura lisa brénquica, levando a broncoconstricdo tipica
da fisiopatologia; b) fase tardia, quando ap6s um tempo variavel de exposicdo ao
antigeno, ocorre uma acao aguda anti-inflamatoria levando a um estado crbénico de
inflamacéao (Larche M et al, 2003 e Ritz SA et al, 2000).

A inflamacédo crénica na asma € mediada por citocinas Th2, em sua maioria
interleucinas (IL)-4, IL-5 e IL-13, que apresentam um importante papel no
remodelamento e manutencdo da inflamacédo (Ritz SA et al, 2000, Robert F e
Lemanske Jr, 2000 e Galli SJ et al, 2008).

Sabe-se que a patogénese da asma brénquica encontra-se associada a
componentes genéticos e torna-se mais grave com a exposicao a fatores ambientais
ambientais (Holgate ST , 2008 e Holgate ST e Davies DE 2009).0s componentes
genéticos que determinam a susceptibilidade a asma podem ser reunidos em quatro
grupos principais de genes: o primeiro envolve genes que codificam moléculas

associadas com a imunidade inata e imunoregulagédo (CD14, TLR2, TLR4, TLRS,
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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 diferenciacdo e funcdes 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, SCGB1A1l) e o quarto grupo
envolve os genes associados com as fungdes pulmonares, remodelamento tecidual
e gravidade das doencas (TGF, GPRA, ADBR2, TNF, NOS1) (Steinke JW et al.,2003
e Vercelli D.,2008).

O sistema imunoldgico é separavel em inato (mediados por anticorpos ou
humoral) e adaptativo (mediado por células). O sistema humoral é caracterizado pela
producdo e secrecdo de anticorpos especifico pelos linfocitos B, enquanto que
mediada pelas células dependem basicamente de linfocitos T. As células T
controlam a funcdo dos linfécitos B e também exercem acfes pro-inflamatorias por
meio de atividade citotoxica (pelo CD8+ killer t cell) e da secrecao de citocinas (Roitt
IM,1992).

Em muitos casos, especialmente em criancas e adultos jovens, a asma esta
associada a atopia manifestando-se através mecanismos dependentes da
imunoglobulina E (IgE) (Bukantz SC, Lockey RF,1993). Em nivel populacional, a
contribuicdo de fenétipo propenso a asma foi estimada em 40% em criancas e em
adultos (National Institutes of Health, 2009).

O anticorpo monoclonal Anti-lgg Nonanaphylactogenic (E-25) é capaz de
atenuar as respostas imediatas e tardias das vias respiratorias, o remodelamento
das vias aéreas, a hiperresponsividade, e o fluxo de eosinéfilos para a luz das vias
aéreas apos desafio com alérgeno inalado. Este anticorpo anti-lgE é também eficaz

na melhoria dos sintomas e controle da asma em ensaios clinicos. Estas
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observacdes fornecem evidéncia inequivoca para um papel fundamental da IgE em
pacientes asmaticos (Milgrom H et al, 1999 e Fahy JV, 1999).

Pelo menos dois subtipos dos linfocitos T-helper (Th) foram caracterizados de
acordo com o seu perfil de producdo, ambos tipos liberam IL-3 e GM-CSF, sendo
gue o subtipo Thl produz preferencialmente IL-2, estimulando a proliferacdo de
linfocitos T, tipos de interferon (IFN) (que inibe a ativacao dos linfocitos B e a sintese
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 sdo responsaveis pelo
desenvolvimento da classica reacéo inflamatéria e hipersensibilidade mediada pelas
células. IL-4 é uma citocina fundamental para a resposta alérgica, promovendo a
sintese de IgE, dirigindo as células T ao longo da via de diferenciacdo para Th2, a
upregulation da expressdo de molécula de adesao vascular celular-1 (VCAM-1), e
controlar o nivel de expressdo do receptor IgE Fc, receptores de citocinas e
guimiocinas, e leucdcitos envolvidos na cascata alérgica (Humbert M, 1997).

A administracdo do receptor soluvel 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-
inflamatorios 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 inameros efeitos sobre
componentes imunoldgicos e estruturais envolvidas na asma, e também pode ser
um alvo para terapia da asma (Holt PG et al, 1999).

Para a geracdo de uma resposta imune € primordial a ativacdo dos linfocitos
T por um antigeno apresentado adequadamente pelas células acessoérias, com a
utilizacdo das moléculas major histocompatibility complex (MHC) (de classe Il para

as células T CD4 + e de classe | para as células T CD8 +). As células dendriticas
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sdo importantes células apresentadoras de antigenos nas vias aéreas. Eles se
originam na medula 6ssea e formam uma extensa rede de células abaixo do epitélio
das vias respiratérias (Kay AB, 1991).

A partir desta localizacdo eles migram para os tecidos linfoides locais sob a
influéncia de granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GMCSF), uma
citocina liberada por células epiteliais ativadas, fibroblastos, células T, macréfagos e
mastécitos. As células dendriticas podem também conduzir a diferenciacdo das
células naive T-helper (ThO) para o subtipo Th2 secretando citocinas codificados em
conjunto com o cromossomo 5g31-33. (Kay AB, 1991).

A presenca de linfécitos ativados e de eosindfilos nas bidpsias brénquicas de
pacientes atopicos e nao atOpicos com asma sugere que a interacdo entre 0s
linfocitos-T e eosindfilos € importante, uma hipétese ainda apoiada pela descoberta
de células que expressam a IL-5 em bidpsias bronquicas de pacientes atopicos com
asma. A IL-5 é uma importante citocina para a regulacao dos eosindfilos, o seu nivel
de expressdo nas mucosas das vias aéreas de pacientes com asma
correlacionando-se com marcadores de ativacdo dos linfécitos T e eosinofilos
(Bousquet J, 1990).

Na asma cronica, um numero aumentado de eosindfilos sdo encontrados em
bidépsias bronquicas, mais frequentemente abaixo da membrana basal. A grande
maioria dos asmaticos alérgicos ou nao alérgicos, incluindo aqueles com asma leve,
tem eosindfilos nos brénquios e existe uma associacao variavel entre a ativacéo de
eosindfilos e a gravidade da asma (Bradley BL et al, 1991) e hiperresponsividade
das vias aéreas (Busse WW e Sedgwick JB, 1994).

Os eosindfilos possuem uma grande variedade de propriedades bioldgicas,

incluindo a producéo e liberacao de radicais livres de oxigénio, 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 eosindfilos ativados podem iniciar a contracdo dos musculos lisos das vias
aéreas (Collins DS et al, 1993), aumentar permeabilidade microvascular (Leff AR,
1994), e induzir hiperresponsividade (Laitinen LA et al, 1985).

Os mastacitos sdo encontrados nos brénquios de asmaticos e ndo asmaticos
(Busse WW e Sedgwick JB, 1994), se encontrando normalmente em um estado
degranulado nas pessoas asmaticas, sdo 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 neutréfilos podem liberar uma vasta variedade de enzimas incluindo
proteases que degradam a matriz extracelular (por exemplo, MMP-9 e elastase),
espécies reativas de oxigénio, citocinas e quimiocinas, tais como IL-1, o TNF, IL-6, e
IL-8 (Wenzel SE et al, 1997).

Os neutrofilos sdo aumentados nas vias aéreas de pacientes com asma
cronica e grave durante exacerbacdes geradas por virus ou aos poluentes do ar,
mas a sua papel nas alteracBes fisiopatolégicas da asma grave ainda ndo estéo
totalmente elucidados (Werb Z et al, 1992).

Os macrdéfagos secretam uma ampla variedade de produtos, muitos dos quais
desempenham um papel importante nos processos de lesdo e reparo tecidual
(Senior RM et al, 1989), sintetizando e secretando ativadores plasminogénio 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 macréfagos podem também estar envolvidos na remodelacdo das vias
aéreas através da secrecao 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 Brénquica

O termo responsividade brénquica € normalmente utilizado para descrever
guao rapida e intensa € a resposta das vias aéreas a um agente broncoconstritor
(Fixman ED et al, 2007 e Vignola AM et al, 2003). Na asma, a hiperresponsividade
brénquica pode ser desencadeada ndo s6 por alérgenos, mas também por outros
estimulos inespecificos, dentre eles infeccbes respiratérias, mudancas de
temperatura, baixa umidade, poluicdo, refluxo gastroesofagico, irritantes inalatorios,
exercicios fisicos, estimulantes farmacoldgicos, fatores emocionais e exposicao a
microrganismos patogénicos ou ndo (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 € a instabilidade das vias aéreas na
presenca de estimulos exégenos ou enddgenos, gerando uma reacdo de
broncoconstricdo exagerada. Diversos mecanismos propostos para explicar a
hiperresponsividade brénquica, mas evidéncias sugerem que a inflamacéo é o fator
chave (Chiappara G et al, 2001).

O estado de hiperresponsividade na qual as vias aéreas realizam a
broncoconstricdo 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 liberagcdo de substancias
como os cistenil leucotrienos através de células mediadoras como os neutrofilos,

macrofagos e mastocitos, ou através de didxido de enxofre e Bradicinina liberados
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por neurdnios sensoriais nao mielinizadas, ou por uma combinacdo desses
diferentes mecanismos (Chai H, 1975).

A hiperresponsividade pode ser quantificada através da construcdo de uma
curva estimulo-resposta, verificando o posicionamento e a curva gerada por
diferentes doses ou concentra¢des dos bronco-provocativos, normalmente utilizando
o teste de volume expiratorio forcado em 1 segundo (FEV1) (Sterk PJ et al, 1993).

As medidas de hiperresponsividade tém sido padronizadas com o0 uso de
histamina ou metacolina administrada via inalacdo aerosol, o ponto de variacéo
entre normal e hiperresponsividade varia de acordo com o método e populacdo
analisada.

As consequéncias da variacdo do calibre da via aérea incluem sintomas como
diminuicdo do pico fluxo expiratério (PEF) tanto noturno quanto diurno, sendo
caracteristica em asmaticos uma diminuicéo 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 a
20 minutos apos a inalacdo de broncodilatadores de acao rapida sdo aceitos como
diagndstico para determinar se um individuo € ou ndo asmatico(Roorda RJ, 1994).

Existe uma relacdo nao totalmente elucidada entre hiperreponsividade,
gravidade da asma, e processo inflamatoério. Apesar de glicocorticoides comumente
melhorares 0s sintomas da asma e diminuirem as evidéncias de inflamacéo das vias
aéreas, seus efeitos na hiperresponsividade apesar de significantes, nem sempre
retornam a niveis normais, sugerindo que o remodelamento pode contribuir para a
hiperresponsividade (Holgate S, 1993).

As limitagBes do fluxo aéreo sdo geradas pela bronconstricdo aguda, inchago

da via aérea, aumento da producdo de muco e remodelamento da via aérea (50).
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A broncostricdo aguda € um mecanismo que varia com o estimulo, as induzidas por
alérgenos, resulta através da liberacdo de IgE estimulando liberacdo através dos
mastécitos de mediadores como histamina, prostaglandina e leucotrieno que
estimulam a contracdo da musculatura lisa brénquica (Szczeklik A et al, 2001).

Diversos estimulos podem causar a broncoconstricdo, como inalacdo de
alérgenos, exercicio, ar frio, poluicdo, componentes quimicos e também
componentes psicolégicos como raiva ou tristeza (Szczeklik A et al, 2001).

Os mecanismos que geram a broncoconstricdo utilizam diferentes
combinac¢des de acdo direta sobre a musculatura lisa, liberacdo de citocinas pelas
células inflamatorias e estimulo local e neural (James AL et al, 1989).

O inchaco da via aérea gera uma diminuicdo do fluxo aéreo e é gerado pelo
edema da parede da via com ou sem contracdo da musculatura lisa. Esse edema
gera um aumento da permeabilidade microvascular e leva ao engrossamento do
muco e inchaco, levando a perda de elasticidade do tecido o que contribui para a
hiperresponsividade (Shifren A, 2012).

O tratamento farmacolégico com broncodilatadores pode aliviar alguns
componentes da limitacdo de fluxo aéreo, mas o inchaco da via aérea € mais
efetivamente reduzido com a utilizacdo de medicamentos anti-inflamatoérios,
especialmente glicocorticoides (Roorda RJ et al, 1994 e Holgate ST, 2007).

Outro fator importante é a formacéo exagerada de muco e é um dos sintomas
gue leva mais tempo para ser atenuado, mesmo com a utilizagdo de medicamentos
anti-inflamatoérios. O aumento da secrecdo em casos mais graves de asma pode
levar a formacao de plugs (tampdes) de muco, ocluindo totalmente a passagem de

ar em vias aéreas mais periféricas (Pakhale, 2011).
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O remodelamento pulmonar € o termo normalmente utilizado para expressar
modificacdes estruturais que ocorrem nos pulmdes, especialmente em situacdes
patolégicas (Vignola AM et al, 2005 e Chiappara G, 2001). O remodelamento
pulmonar € um processo associado a um desbalanco entre a sintese e degradacao
de proteinas da matriz extracelular (Mauad T, 2000). Esse desequilibrio gera
mudancgas na via area incluem o aumento da parede da via area, a hipertrofia
epitelial, hiperplasia da mucosa, fibrose subepitelial, hiperplasia dos miofibroblastos,
hipertrofia e hiperplasia das células da musculatura lisa. O remodelamento € um
continuo processo causado pela lesdo gerada pelo alérgeno. Alguns fatores como
morte celular e lesBes no epitélio podem estar relacionadas a severidade da asma
(Pakhale S, 2011).

O grau dessas alteracfes nas vias aéreas, também tem sido associado aos
niveis de gravidade da doenca e diminuicdo da funcao pulmonar (Vignola AM, 2005)
e possivel correlacdo como 0 aumento a resposta a agentes constritores (Mauad T,

2000)..

1.5 — Atividade Fisica como terapia

As atuais terapias para a asma ndo conseguem prevenir ou curar a doenca, e
atualmente ndo existem remédios que conseguem reverter totalmente o quadro da
doenca (Holgate S, 2011). Potenciais efeitos deletérios devido ao uso de longo
prazo, altos custos e aderéncia as medicamentos e tratamentos sao alguns dos
problemas enfrentados hoje para um controle ideal da doengca. Mesmo para as mais
novas e caras terapias, como, por exemplo, o omalizumab, somente uma peqguena
parte da populacdo como asmaticos graves e refratarios parecem responder

(DisabellaV e Sherman C., 1998 e Chandratilleke MG et al, 2012). Opc¢les de
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tratamentos eficazes séo limitadas, e terapias alternativas sdo um grande foco da
pesquisa ho mundo todo (Chandratilleke MG et al, 2012).

O exercicio fisico tem inumeros beneficios para individuos saudaveis e
doentes (Mendes et al, 2010), a recomendacédo padrdo é da realizacdo de 20-30
minutos de 60-85% da frequéncia cardiaca maxima de 4 a 5 vezes por semana, afim
de melhorar ndo somente o controle da asma, mas a capacidade fisica geral.

Devendo estarem orientados quando ao uso de medicamentos inalatérios e
evitar exercicios em ambientes frios (O'Donnell DE et al, 2008).

A dispneia sofrida durante o exercicio ou o0 medo de que a mesma ocorra sdo
0s principais fatores que inibem os asmaticos a praticarem esportes e atividades
fisicas em grupo (O'Donnell DE et al, 2008 e Maltais F et al, 2008).

Diversos estudos tém investigado os beneficios do exercicio fisico e
reabilitacdo tanto da asma como de outras doencas pulmonares, como doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (Neder JA , 1999 e Moreira A et al, 2008), que
como a asma também é uma doenca que gera inflamacao crbnica da via aérea.

O exercicio fisico parece ter efeitos benéficos sobre a reduzir a inflamacgéao
das vias aéreas, como mostrado por uma reducdo da proteina C reativa (PCR)
(Mendes FAR et al, 2011). A PCR é um marcador de inflamacao sistémico, muitas
vezes usado para o acompanhamento da doenca durante o tratamento. Em
individuos asmaticos na auséncia de qualquer outra doenca inflamatoria sistémica a
reducdo da CRP pode indicar uma reducao da inflamacéo das vias aéreas.

Os exercicios fisicos apresentam um efeito importante sobre as espécies
reativas de oxigénio: reducdo em malondialdeido (MDA) e éxido nitrico total de
plasma (NO) (Gunay O et al, 2012), diminuicdo das células totais no escarro e

eosindfilos (Silva PL et al, 2011), diminuicdo soro endothelin-1(Segal RJ et al, 2009),
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e aumento da adiponectina e diminuicdo da leptina (Boule NG et al, 2001 e
Sutherland TJT et al, 2008) séo significativas e pode ser devido a reducdo na
inflamacéo das vias aéreas. (Boule NG et al, 2001). Um aumento na prevaléncia de
asma e obesidade tem sido associado (Sutherland TJT et al, 2008), porém nao se
sabe ainda se a presenca de asma leva a obesidade ou se a obesidade leva ao
desenvolvimento de asma.

Vérios estudos tém avaliado a intervencdo da pratica de exercicios fisicos na
excrecdo Fracao expirada de oxido nitrico (FeNO), hiperresponsividade brénquica a
metacolina ou histamina e broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE) com
resultados divergentes. Ainda ndo esta totalmente elucidado se o FeNO poderia ser
afetada por outras doencas nao 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 a metacolina e
BIE diminuiu, apés 12 semanas de treinamento com ou sem montelucaste
(Bonsignore MR et al, 2008). Essas melhoras sugerem que o0 mecanismo de
provocacdo do exercicio é diferente em comparacdo com metacolina (Bonsignore
MR et al, 2008). Em outro estudo com utilizacdo de farmacoterapia e farmacoterapia
mais exercicio Gunay et al, demonstraram que os niveis de LtE4, medidos em
amostras de urina através da técnica ELISA, foram reduzidos tanto no grupo que
recebeu farmacoterapia quanto no grupo farmacoterapia mais exercicio, sem
diferenca significante entre ambos (p>0.05) (Gunay O et al, 2012).

Um dos maiores problemas nas pesquisas clinicas com asmaéticos, é o baixo
namero de individuos, colocando assim um questionamento se essas amostras sao
realmente representativas (Chandratileke 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) apds a aplicagdo de um programa de
exercicios (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 asmaticos que praticavam atividade
fisica moderada, caminhada em ritmo acelerado por 20 minutos, trés vezes por
semana, pode ser associada a um menor risco de exacerbacdo da asma,
independentemente da gravidade da asma e outras variaveis (Garcia-Aymerich J et
al, 2009), este estudo demonstrou que houve uma relacdo dose-resposta; Quanto
maior o nivel de atividade fisica menor o risco de exacerbacdo da asma (Garcia-
Aymerich J et al, 2009).

Em modelos animais diversos estudos tem demonstrado os beneficios do
exercicio fisico aerobio de baixa e média intensidade no processo inflamatorio
cronico das vias aéreas, reduzindo os niveis de mediadores pro-inflamatorios e pro-
fibréticos, reduzir a eosinofilia no lavado bronco alveolar, diminuir a liberacdo de
citocinas Th2, aumentar a liberagdo de IL-10, e reverter o remodelamento,
densidade peribronquial de eosindfilos e linfocitos, expressao de peribronquial de IL-
4 e IL-13, e edema das vias aéreas em animais treinados com inflamacéo crénica
das vias aéreas comparados com animais sedentarios com inflamacdo 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 reducéo da expressdo de NF-kB e diminuicao de fatores de crescimento, nos quais
€ 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) sdo importantes mediadores lipidicos envolvidos na
asma, nas reac0des alérgicas e no sistema imune inato (Henderson WR et al, 1996 e
Teal S. 2010). Os leucotrienos sdo alguns dos broncoconstritores mais potentes
conhecidos e constituem mediadores importantes da inflamacdo nas vias
respiratorias. Os farmacos que inibem a producéo de leucotrienos ou a sua ligacéo 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 substancias de
reacao lenta de anafilaxia (Ago H et al, 2007, Martinez MD et al, 2007).

O LTB4 exerce uma forte acdo 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 neutréfilos, macrofagos e
mastdécitos (Henderson R et al, 2002 e Ohnishi H et al, 2008).

Os LTs estdo envolvidos nas fases inicial e tardia da reacdo asmatica. Na
fase inicial, sdo liberados juntamente com outros mediadores inflamatérios tais como
IgE, PAF e superéxido (Singh RK et al, 2010, Watanabe S et al, 2009). Essa fase,
guando ndo tratada, pode progredir para uma fase tardia caracterizada por edema
perivascular, secrecdo de muco, infiltracdo da parede brénquica mediada por
eosindfilos, mondcitos e neutréfilos (Watanabe S et al, 2009, Aggarwal S et al,
2010).

Estudos recentes tém associado a relagédo entres variacdes genéticas e a via
dos leucotrienos, susceptibilidade a asma, e resposta farmacoldgica ao tratamento

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



35

sdo uma familia de potentes mediadores inflamatérios lipidicos, sintetizados a partir
do acido araquidonico por uma variedade de células incluindo mastécitos,
eosindfilos, e basdfilos (Singh RK et al, 2010).

O acido araquidbnico é transferido pela proteina ativadora 5-lipoxygenase
para 5-lipoxygenase iniciando o processo de oxigenacdo do acido araquiddnico para
o0 acido 5(S)-hydroperoxyeicosatetraenoic (5S-HpETE), seguido pela desidratacéo
do instavel epéxido leucotrieno A4 (LTA4). A formacéo critica da enzima do CysLTs
(i.e., LTs C4, D4, e E4) da LTA4 é LTC4 sintase (LTC4S) que é parte da familia das
proteina ligadoras de membrana envolvidas nos metabolismos de eucosandide e
glutationa, incluindo a proteina ativadora 5-lipoxygenase, microsomal glutathione S-
transferase (MGST), e microsomal prostaglandin synthase (Martinez MD, 2007).

Cisteinil leucotrienos sdo gerados por eosinéfilos, baséfilos, mastocitos,
macrofagos, e as células dendriticas mieldides em resposta a ativacado (Kanaoka Y
et al, 2004). Em cada tipo de célula, o acido araquidbnico € oxidado por 5-
lipoxigenase (5-LO) para gerar o instavel precursor leucotrieno A4(LTA4) (Malaviya
R et al, 103), e subsequentemente, o leucotrieno C4 sintase (LTC4S) converte LTA4
a parent cis-LT, LTC4 (Lam BK et al, 104). Ap6s a exportacdo 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 estaveis dos
cisteinil leucotrienos, LTE4 (Lee CW et al, 1983).

Assim, trés diferentes tipos de cistenil leucotrienos (LTC4, LTD4, e LTE4) séo
gerados a partir de um Unico intracelular evento pelas sucessivas conversées
enziméticas. Em adicdo a esta intracelular via, hd também um mecanismo

intracelular para a geragdo de cistenil leucotrieno que pode ser realizada por células
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gue expressam LTC4S, mas ndo a enzima proximal 5-LO na via (por exemplo,
plaquetas, células endoteliais).

Neste Ultimo mecanismo, as células que expressam LTC4S podem converter
LTA4 extracelular (lancado por neutréfilos ou outras células com uma enzima 5-LO
ativo) e pode servir como uma fonte adicional de cistenil leucotrienos em certos
estados inflamatérios. (Maclouf J et al, 1994) Em um estudo recente foi demonstrado
gue as plaguetas aderentes foram responsaveis por aproximadamente 60% da
atividade LTCA4S e geracdo de cistenil leucotrienos por granulécitos de individuos
com aspirin exacerbated respiratory disease (AERD), uma doencga consistentemente
associada com altos niveis de producéo de cistenil leucotrienos (Laidlaw TM et al,
2012).

A bioatividade dos cistenil leucotrienos tem uma grande importancia para
prética clinica, em particular a sua poténcia como constritora das musculares lisas,
estimulou o interesse nestes mediadores como potencial terapéutico alvo na asma.
A capacidade de monitorar os niveis urinarios de LTE4 como um reflexo da
sistémica geracado cistenil leucotrienos in vivo permitiram a prova de que cistenil
leucotrienos sdo gerados por individuos com exacerbacbes agudas de asma
(Laidlaw TM et al, 2012).

O papel dos cistenil leucotrienos na asma tem sido bem validado pelos
ensaios clinicos utilizando as drogas disponiveis. O zileuton um inibidor de 5-LO,
consegue reduzir a excrecdo urinaria de cistenil leucotrienos em aproximadamente
50%, e antagonistas seletivo do receptor de cistenil leucotrienos 1 (CysLT1)
conseguem melhorar a funcdo pulmonar e a frequéncia das exacerbacdes (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 tém 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 leucdcitos. Receptores de alta afinidade e de
baixa afinidade para o LTB4 designado BLT1 e BLT2 s&do receptores G-protein-
coupled, que se encontram na superficie celular (Drazen JM et al, 1992 e Liu MC et
al, 1996). A expressao do receptor BLT1 é restrita a leucocitos incluindo células T
efetoras e € altamente especifico para LTB4, enquanto o receptor BLT2 € expresso
em diversas células. Recentemente, ambos os receptores BLT1 e BLT2 foram
identificados em vias aéreas humanas nas células do musculo liso (Liu MC et al,
1996). O ligante enddégeno para BLT2 é o 12(S)-hydroxyheptadeca-5Z,8E, 10E-

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

1.7 - Exercicio Fisico e Broncoconstricdo

Um importante papel dos leucotrienos foi identificado na broncoconstricao
induzida por exercicio (BIE) (Jonathan M et al, 2013), uma condicdo caracterizada
pela falta de ar e tosse devido a broncoconstricdo que pode durar de 30-90 minutos
apo6s periodos de exercicio fisico. Existem estudos demonstrando que dentre os
asmaticos 40-50% (Cabral AL et al, 1999) e outros demonstrando entre 70-80%
(Jeffrey M et al, 1999) dos pacientes apresentam broncoconstricdo induzida por
exercicio quando expostos a testes fisicos (Cabral AL et al, 1999 e Jeffrey M et al,
1999).

As razdes para essa discrepancia podem ser resultado de uma variagdo na
mensuracdo da broncoconstricdo induzida por exercicio, variagdo no limiar para

determinar um teste positivo e a populacéo testada. O tipo, duracao 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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exercicio e condicbes ambientais também sao fatores fundamentais que podem
afetar os resultados dos testes (Pakhale S et al, 2013).

Em recente revisdo de literatura por Pakhale et al, o efeito do treinamento
fisico na inflamacdo das vias aéreas ainda ndo é totalmente comprovado e
compreendido (Luks V et al, 2013 e Gunay O et al, 2012), entretanto evidéncias que
sugerem que o exercicio fisico possa reduzir a inflamacdo da via aeres de
asmaticos, dessa forma a atividade fisica se apresenta como um tratamento
acessivel, de baixo custo, com outros beneficios a saude, ndo invasivo e prazeroso
da asma (Gunay O et al, 2012 e Pakhale et al, 2013), em animais os beneficios da
asma incluem a diminuicdo da eosinofilia no lavado broncoalveolar, diminuicdo das
citocinas Th2, aumento da IL-10, e reversdo do remodelamento das vias aéreas em
treinados asmaticos comparado com seus pares sedentarios (Luks et al, 2013).

Em complemento, existe uma diminuicdo da expressdo de proteina
guimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), um potente estimulador da liberacdo de
histamina e leucotrienos nas vias aéreas de humanos (Chung KF e Barnes PJ, 1999
e Normando VMF et al, 2013).

Asmaticos com broncoconstricdo pds-exercicio tem uma concentragcdo maior
de células epiteliais no escarro induzido além de niveis elevados de cistenil
leucotrienos (Hallstrand TS et al, 2005 e Carraro S et al, 2005). Além disso, esses
niveis permanecem elevados de 30 minutos a 6 horas apds o desafio com exercicios
fisicos (Hallstrand TS et al, 2005 e Mickleborough TD, 2005). A Liberacdo de LTB4
também foi identificada apdés o desafio de exercicio em alguns estudos
(Mickleborough TD, 2005), mas nao todos os estudos (Hallstrand TS et al, 2005).

Estes resultados podem explicar parcialmente os resultados onde ocorre a

liberacdo de MUCS5AC em vias respiratorias apos desafios com exercicios esta
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associada com o nivel cistenil leucotrieno, que por sua vez esta associado com o
nivel de neuroquinina A, uma vez que a secrecdo de taquiquininas é para ser um
evento importante na desgranulacdo das células caliciformes (Hallstrand TS et al,
2007).

Existem evidéncias de que os antagonistas dos receptores CysLT1 e
inibidores de 5-LO reduzem a gravidade da broncoconstricdo pds exercicio tanto na
administracdo a curto prazo quanto na utilizacdo crénica como tratamento para a
asma (Hallstrand TS et al, 2006). Em 2007, nos EUA a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o0 montelucaste, antagonista de CysLT1, para a
prevencdo do BIE em pacientes com 15 anos de idade ou mais com base em
estudos que demonstram a eficacia para a prevencédo de BIE quando utilizada uma
Unica 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 broncoconstricdo com administracdes 2 horas, 12
horas e 24 horas apds uma Unica dose com base na diminuicdo maxima e melhorou
a recuperacao pos-exercicio do BIE (Pearlman DS et al, 2006). Um segundo estudo
mostrou uma eficacia semelhante em 2 horas apés uma Unica dose de montelucaste
em comparacdo com o placebo, mas ndo conseguiu mostrar uma diferenca
estatisticamente significativa com 12 horas e 24 horas (Philip G et al, 2007).

Em criangas que apresentam BIE e que estavam utilizando corticosteroides
inalados a gravidade do BIE foi reduzida em relacdo ao placedo no grupo 12 horas
ap6s uma unica dose, mas nao 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 $2-agonista inalado na reducéo
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da resposta das vias aéreas ao respirar ar frio apds uma Unicas de estas drogas
(Coreno A, 2005).

Existem diversas revisbes demonstrando a seguranca e eficiéncia do
exercicio fisico de intensidade, duracao e frequéncias 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 JA et al, 2006), mas até o presente

momento nenhum artigo investigou as possiveis alteracfes na via dos leucotrienos.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo € avaliar se os efeitos antiinflamatorios do TFA
leve em um modelo experimental de asma é mediado por alteracdes nos niveis de
CysLTs ou Ltb4, ou por alteracdes na expressdo de sintases de leucotrienos, 5-

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

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 - Avaliar os efeitos do TFA sobre a inflamacé&o alérgica cronica 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 expressao das sintases de leucotrienos,
LTA4 hidrolase (Lta4h), leucotrieno C4 (Ltc4), cisteinil leucotrieno 1(Cysltl), cisteinil
leucotrieno 2 (Cyslt2), leucotrieno B4 (Ltb4r2) e 5-lipoxigenase (5-Lo).

2.2.4 - Avaliar os efeitos do TFA sobre a expresséo 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 METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem C57BI/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 Sdo Paulo e mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura
(22-25°C) e luminosidade (ciclo 12h claro/12h escuro), e 70% de umidade relativa,
na Universidade Nove de Julho. A alimentacdo constou de agua e racdo (Purina
Labina®, Sao Paulo, Brasil) “ad libitum”.

Os estudos aqui apresentados foram aprovados pelo Comité da Universidade
Nove de Julho (Protocolo de Pesquisa numero 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), Exercicio (n = 20), Ova (n = 20) e Ova + Exercicio (n = 20).

3.3 = Sensibilizacdo e Desafio dos Animais

O modelo de “asma” (inflamacado pulmonar alérgica crbnica) sera induzido
através de injecdo intra-peritoneal com OVA (20ug/animal) diluida em soro
fisiologico (NaCl 0,9%), na proporcdo de 1g/10ml, correspondendo a
20ug/OVA/animal nos dias 0, 14, 28 e 42, seguidos por inalagdo com solucdo de
ovalbumina (1%) trés vezes por semana, 30min por sesséo, a partir do dia 21 até o

dia 53 do protocolo experimental.
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Para a realizacéo da inalacdo, os camundongos foram colocados numa caixa
de acrilico (30 x 15 x 20 cm) acoplada a um nebulizador ultrassénico (modelo
Pulmoclear Il Luxo, marca Soniclear®, SP, Brasil) e submetidos a inalacdo de um
aerosol de OVA preparada conforme descrito acima. Os animais ndo sensibilizados

foram receberam injecdes intraperitoniais e foram inalados com soro fisioldgico.

3.4 — Treinamento Aerobio e Teste Fisico

O treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira ergométrica adaptada
para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed®, RS, Brasil), por um periodo
de 04 semanas. Na semana anterior ao inicio do treinamento, os animais foram
submetidos a 03 dias de adaptacdo na esteira ergométrica que constava de 15
minutos de atividade a uma velocidade de 0,3Km/h. Quarenta e oito horas apds o
terceiro dia de adaptacdo, os animais foram submetidos a um teste de esforco
maximo. 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 exaustdo dos
animais. Os animais foram considerados exaustos quando ndo conseguiam
permanecer correndo mesmo apos 10 estimulos mecanicos.

A partir dos resultados do teste foram calculadas a intensidade média dos
grupos Exercicio e Asma e Exercicio para prescricdo do treinamento aerdbio de
intensidade leve. O treinamento foi realizado 05 vezes por semana, 60 minutos por
sessdo, durante 04 semanas. Apds este periodo, o teste fisico foi repetido com o

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

3.5 - Avaliacédo da Responsividade Brénquica

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

para a avaliagdo da responsividade bronquica.
Vinte quatro horas apds a ultima inalacdo com OVA ou salina, a responsividade
brénquica 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 relacdo tedrica com a obstrucéo
das vias aéreas (135). Portanto, a hiperresponsividade brbénquica foi avaliada
utilizando os valores calculados do Penh como um indice. As medidas basais foram
tomadas durante trés minutos ap0s a ambientacdo dos animais. Uma média das
medidas foi calculada para este intervalo. Em seguida os camundongos foram
expostos a nebulizagdo de solucéo fisiologica 0,9% por 03 minutos, seguidos pela

nebulizacdo das seguintes concentracdes 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
nebulizacdo e 02 minutos apods). Os valores do Penh foram calculados como a
meédia de aproximadamente 25 ciclos respiratorios, e as médias dos valores

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

3.6 — Coleta e Analise do Soro do Sangue

Foi realizada uma incisédo de 3-4 cm na linha mediana do abdémen do animal.
Foi entdo coletada uma amostra de sangue (01ml) na via veia cava inferior utilizando
seringa (01lml) e agulha (12,7mm x 0,33mm). As amostras de sangue foram
centrifugadas (5000 rpm, 4°C) e o soro aliguotado e armazenado a — 20°C para

andlises via ELISA.

3.7 — Coleta e Analise do Lavado Broncoalveolar (LBA)

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de Cloridrato de Cetamina
(Quetamina) e Cloridrato de Xilazina (Xilazina), Quetamina 100mg/kg e Xilzaina
10mg/kg. Os animais foram traqueostomizados e canulados. Os pulmdes foram
lavados com 1,5ml (03 x 0,5ml) de soro fisiologico estéril (NaCl 0,9%) e 1,0ml de
LBA foi recuperado. Este volume foi entdo centrifugado (1000rpm, durante 7
minutos) a 04°C, e o sobrenadante coletado e armazenado a —20°C para andlises
futuras via método de ELISA.

O botédo de células foi ressuspendido em 1,0ml de soro fisioldgico estéril
(NaCl 0,9%) e utilizado para avaliacdo do numero 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 apos centrifugacao

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

por lamina.

3.8 — Histoquimica e Imunohistoquimica

Imediatamente apods a coleta do LBA e do sangue, o pulméo esquerdo do
animal foi perfundido com 1 ml de formol 10% durante 24 horas. Apos esse periodo,
os pulmdes foram cortados no seu maior eixo e foram submetidos a processamento

histoldgico de rotina.

3.8.1 — Histoquimica

As laminas contendo cortes histolégicos de 05um foram submetidas aos
seguintes procedimentos:
- Hematoxilina e Eosina - coloracao utilizada para avaliacdo do indice da espessura
da musculatura lisa da via aérea.
- Resorcina Fucsina de Weigert com Oxidacdo — coloragdo utilizada para avaliacédo
da proporcdo de volume de fibras elasticas nas vias aéreas, nos vasos € no
parénquima pulmonar .
- Picrossirius — coloracéo utilizada para avaliacado da proporcédo de volume de fibras
colagenas nas vias aéreas .
-Acido periodico de Schiff — coloracéo utilizada para avaliacdo do muco.

Foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, avaliados num aumento de
400x,a proporcao de volume de fibras de musculo liso, de fibras colagenas, de fibras
elasticas e muco foram calculadas como a propor¢cdo do numero de pontos que

incidiram sobre de musculo liso, de fibras colagenas, de fibras elasticas e muco pelo
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numero de pontos que incidiram na parede das vias aéreas.Os resultados foram

expressos em porcentagem.

3.8.2 — Imunohistoquimica

Cortes de tecido colocados em laminas silanizadas (Sigma Chemical Co.;St.
Louis, Missouri, EUA) foram inicialmente desparafinadas e hidratas e submetidas
aos seguintes procedimentos:

Recuperacédo antigénica:

A recuperacdo dos sitios antigénicos foi realizada em alta temperatura com
solucdo tamp&o de Acido citrico 10mM pH 6 A 95 graus Celsius por 30 minutos,
ocorrendo o resfriamento por 20min.

Bloqueio da Perioxidade Enddégena

O blogueio da peroxidade enddgena presente nas hemacias é feito com 3
banhos de 5minutos de agua oxigenada 10v (3%), sendo laminas em seguida
lavadas com agua corrente, agua destilada e tampéo salino (PBS)

Bloqueio de Proteinas Inespecificas

Foi realizado através da imersdo das laminas em solucdo de caseina (0,5%) em
tampdo de fosfato pH 7,4 por 5min. em temperatura ambiente e colocadas
posteriormente em solucdo tampéao salino(PBS)

Incubacéo

A incubacéo foi realizada por 24 horas a 4 graus Celsius com os anticorpos
primarios diluidos em 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). Posteriormente
lavadas por duas vezes de 5min. em solucdo salino (PBS) e incubadas com
anticorpo secundario por 30min. Apos as laminas foram lavadas em tampéao (PBS) e

incubadas com cromégeno Diaminobenzidina (DAB) (sigma-Aldrich Chemie,
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Steinheim, Alemanha) por 10min, lavados em agua 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, Cysltl (C-16): SC-31172, Ltb4r2(H-49):s¢c-98841 e 5-Lo(N-
19):SC-8885, utilizados de acordo com as orientacdes do fabricante (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.)

Para avaliar a expressdo dos anti-corpos has ceélulas inflamatorias
peribrédnquicas foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, avaliados num
aumento de 400x. A area utilizada para a avaliacdo da densidade de células
inflamatorias foi calculada a partir do nimero de pontos que incidiam na parede das
vias aéreas (localizados entre o musculo e a adventicia). A densidade de células foi
determinada como o numero de células positivas em cada campo, dividido pela area
de tecido. A densidade de células foi expressa em célulasmmz2.

Para avaliar a expressdo dos anti-corpos no epitélio brénquico, foram
analisadas 05 vias aéreas de cada animal, avaliados num aumento de 400x, e foi
calculado a proporc¢éo do volume de pontos expressando os respectivos anti-corpos
pelo niumero de pontos que incidiram na parede das vias aéreas.Os resultados foram

expressos em porcentagem.

3.9 — Andlise Estatistica

Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Califérnia,
EUA). A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram submetidos ao
teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls para comparacgéo entre

0s grupos. Os dados com distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao teste
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One-way ANOVA on Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparagao entre
0s grupos. Os niveis de significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os graficos
foram elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (Califérnia, EUA). Os
resultados foram apresentados como média e desvio padréo (dados paramétricos) e

como box plot (dados ndo paramétricos).
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4. Resultados

4.1 - Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade pulmonar

A avaliacdo da hiperresponsividade pulmonar através da pletismografia de

corpo inteiro.

Penh (Basal)

Controle Exe OVA OVA+Exe

Figura 2. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brénquica em niveis basais
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Figura 3. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade bréonquica com expostos a
nebulizacdo de PBS.
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Figura 4. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brénquica expostos a

nebulizacdo de 6,25 mg/ml de MCh.

=
o1
1

=
o
1

Penh (12 mg/ml de MCh)
o
al

o
o

Controle

Figura 5. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade brénquica expostos

nebulizacdo de 12 mg/ml de MCh.
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Figura 6. Efeitos do TFA sobre a hiperresponsividade bronquica expostos a

nebulizacdo 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 brénquica expostos a

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

A hiperresponsividade brénquica foi avaliada pela inalacdo 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 nao apresentaram diferenca significante no nivel Basal e
com inalacbes de PBS, 6,25 mg/ml MCh, 12 mg/ml MCh. Quando submetidos a

inalacbes de 25mg/mi(figura 6) o grupo Ova apresentou diferenca(p<0,05) em
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relacdo a todos os grupos e com 50mg/mi(figura 7) também apresentou
diferenca(p<0,01) em relagcéo a todos os grupos.

De maneira geral, com doses mais elevadas de MCh o exercicio fisico no
animal Ova+Exe se mostrou eficiente para diminuir a hiperresponsividade bronquica
de maneira significante quando comparado ao animal do grupo Ova, mas mantendo-
se mais elevada em relacdo ao grupo nado sensibilizado e desafiados, Controle e
Exe.

4.2 - Efeitos do TFA sobre a inflamacdo alérgica crbnica das vias aéreas

Essa avaliacao ja foi realizada através da medida do numero de células totais,
diferenciais e citocinas no lavado broncoalveolar. Citocinas no LBA e soro. E medida
do numero de células diferenciais também no espaco peribrénquico.

4.2.1 - Inflamacéao pulmonar no LBA

O grupo OVA apresentou um aumento do numero total de células, bem como
de eosindfilos, linfécitos, neutréfilos e macréfagos quando comparado aos demais
grupos. O treinamento fisico aerdbio, por sua vez, atenuou significativamente tanto o

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

guando comparado ao grupo controle; *p<0,05 quando comparado ao grupo OVA.
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Figura 9. Efeitos do TFA sobre o numero de neutréfilos 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 namero linfécitos 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 numero eosindéfilos 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 niume]ro macréfagos no LBA. **p<0,05 quando

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

O nudmero 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 fisico modulou a migragdo de células

inflamatorias para o pulméo (figura 8).
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Na contagem diferencial ocorreu diferenca significante entre o grupo Ova e 0s
demais grupos nos niveis de neutréfilos(p<0.01) (figura 9), linfécitos(p<0.01) (figura
10), eosindfilos (p<0.01) (figura 11) e macrofagos(p<0.05) (figura 12).

Um importante dado foi a capacidade do exercicio fisico de reduzir o nimero
de eosinofilos no lavado bronco alveolar, visto que a migracdo de eusindfilos para o
pulmdo é uma das caracteristicas fundamentais da inflamacéo cronica gerada pela

asma.
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Figura 13. Efeitos do TFA sobre os niveis de IL-5 no LBA. Os valores estdo
expressos como média dos grupos, e as barras representam o desvio padrédo
*p<0,05, quando comparado ao grupo controle; **p<0,05 quando comparado ao

grupo OVA.
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Figura 14. Efeitos do TFA sobre os niveis de IL-10 no LBA. Os valores estédo

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

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

As figuras 13, 14 e 15 representam o0s niveis de IL-5, IL-10 e IFN-gamma
(respectivamente) obtidos do lavado broncoalveolar. A exposi¢cdo a OVA aumentou
0s niveis 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 ja realizadas por
nosso grupo (Vieira RP et al, 2007 e Vieira RP et al, 2011) . Em contrapartida ao
analisar os niveis de IL-10 e IFN-gamma, 0s grupos nao apresentaram diferenca

estatisticamente significativa (Figura 14 e 15).

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

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

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

comparado a todos os demais grupos.

Na analise dos niveis da citocina IL-5 no soro sanguineo 0S grupos hao
apresentaram diferenca significante (Figura 16). Ao analisar os niveis de IL-10 no
soro todos 0s grupos apresentaram um aumento significativo ao serem comparados
com o0 grupo controle (p<0.05) (Figura 17). Simultaneamente, existe diferenca
estatistica nos niveis de IFN-gama quando 0s grupos sdo comparados ao grupo

exercicio (p<0.05) (Figura 18).
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4.2.3 - Inflamacéao pulmonar no espaco peribréonquico
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Figura 19. Efeitos do TFA sobre o nimero de linfécitos no espaco peribronquico.

*p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos.
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Macréfagos no espago peribrﬁnquico/mm2

Figura 20. Efeitos do TFA sobre o numero de macréfagos no espaco peribrénquico.

**p<0.01 quando comparado a todos 0os demais grupos.

Foi possivel observar uma reducdo significante (p<0,05) no numero de
linfécitos no espaco peribrénquico (figura 19) e no numero de macrofagos(p<0,01)

no espacgo peribronquico (figura 20). Mas ndo foi possivel encontrar niveis
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significantes de neutrofilos e eosinofilos no espaco peribrénquico para que fosse

possivel realizar uma comparativo entre os grupos (dados ndo mostrados).

4.3 - Efeitos do TFA sobre o remodelamento das vias aéreas

Laminas contendo cortes histolégicos de 05um foram submetidas aos seguintes

procedimentos.
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Figura 21. Efeitos do TFA sobre a porcentagem de fibras coldgenas na parede das
vias aéreas. **p<0.01 quando comparado a todos os demais grupos. Imagem:

A=controle, B=exercicio, C=asma, D=asma=exercicio
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Fibra elastica na via aéreac/mm?

Figura 22. Efeitos do TFA sobre a porcentagem de fibras elasticas na parede das

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

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

O treinamento fisico em animais ndo sensibilizados ndo modificou a
proporcdo de volume de fibras coldgenas e elasticas nas vias aéreas
(respectivamente, figuras 21 e 22). A sensibilizacdo no grupo OVA aumentou
significativamente a proporcédo de volume de fibras coldgenas (p<0,01) e elasticas
nas vias aéreas(p<0,01) quando comparado aos grupos ndo sensibilizados e

também em relacdo ao grupo Ova+Exe. Demonstrando que o aumento na deposicéo
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de colageno e fibras elasticas foram totalmente inibidos pelo exercicio fisico,

mantendo niveis similares aos encontrados em animais ndo 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=exercicio, C=asma, D=asma=exercicio
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A reducdo da espessura da musculatura lisa corrobora com pesquisas
realizadas anteriormente em nosso laboratério. Mostrando um significante aumento
da musculatura lisa brénquica nos animais sensibilizados do grupo ova(p<0,05) em
comparacao com os demais grupos, demonstrando que o exercicio fisico inibiu de
alguma forma a hipertrofia e hiperplasia muscular brénquica. Isso corrobora com a
acao dos Cistenil Leucotrienos, nos quais tem uma potente acao bronconstritora, o

que levaria a um aumento da musculatura lisa brénquica(Laidlaw TM et al, 2012).
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Figura 24. Efeitos do TFA sobre os niveis de muco das vias aéreas. **p<0.01
guando comparado a todos os demais grupos. Imagem: A=controle, B=exercicio,

C=asma, D=asma=exercicio

Houve um aumento da producao de muco do grupo OVA em relacdo a todos
0os demais grupos(p<0,01), mas curiosamente o grupo Exe (treinados e nao
sensibilizado) e também o grupo Ovav+Exe (treinados e sensibilizados)
apresentaram um aumento na producdo de muco comparado aos animais do grupo
Controle (ndo treinados e n&o sensibilizados), mas n&o foi apresentada diferenca

significativa entre esses grupos.

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

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

comparado a todos os demais grupos.

Os niveis de LTC4 ndo apresentaram diferenca entre 0s grupos, em
oposicdo aos niveis de LTB4 onde o grupo OVA apresentou diferencia
significativa(p<0,05) em relacéo a todos os grupos. Demonstrando que o exercicio
fisico foi capaz de alterar os niveis de LTB4 no lavado broncoalveolar. LTB4 é
reconhecido como um dos mais potentes quimioatratores de leucdcitos, promovendo
a quimiotaxia e quimiocinese dos eusinofilos, por isso os resultados apresentados
corroboram com os resultados encontrados nos niveis de eosinofilos do LBA (figura

5).
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45 - Efeitos do TFA sobre a expressdao das células inflamatorias

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

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

receptor Cisteinil leucotrieno 2 (Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2)

o -

c 0.008 *
% E e
S 0006
'S -IV0T e
g = T
% |
= @ 00044 _=—g=
E .9 P —— e —
85 :
S S 0.0024
@ 2
0=

& 0.000

Controle Exe Ova Ova+Exe

Figura 27. Efeitos do TFA sobre a expresséao de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H)

nas células peribrénquicas. *p<0.05 quando comparado a todos 0s demais grupos.
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Figura 28. Efeitos do TFA sobre a expressdo de 5-lipoxigenase (5-LO) nas células

peribrénquicas. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos.
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Figura 29. Efeitos do TFA sobre a expressao de leucotrieno C4 sintase (LTC4) nas

células peribrénquicas. *p<0.05 quando comparado a todos 0s demais grupos.
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Figura 30. Efeitos do TFA sobre a expressao do receptor de Cistenil Leucotrieno 1
(CysLT1) nas células peribrénquicas. *p<0.001 quando comparado a todos o0s

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

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

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

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

Os resultados das andlises através da técnica de imunohistoquimica
demonstraram uma reducdo significante na expressdo dos leucotrienos pelos
leucdcitos peribronquicos (figuras 27, 28, 29, 30, 31 e 32). A expressao do receptor

de cistenil leucotrino 1 apresentou a maior diferengca 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 diferenca significante (p<0,05), dados que nao
apresentaram correlacdo 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 analise de imunohistoquimica para o
receptor 2 de leucotrieno B4 apresentaram diferenca estatisticamente significativa

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

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

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

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

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

no epitélio brénquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos
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Figura 34. Efeitos do TFA sobre a expressao de 5-lipoxigenase (5-LO) no epitélio

brénquico. *p<0.05 quando comparado a todos 0s demais grupos.
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Figura 35. Efeitos do TFA sobre a expresséo de leucotrieno C4 sintase(LTC4) no

epitélio brénquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais grupos.
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Figura 36. Efeitos do TFA sobre a expressao do receptor de Cistenil Leucotrieno 1
(CysLT1) no epitélio brébnquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais

grupos.
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Figura 37. Efeitos do TFA sobre a expressao do receptor de Cistenil Leucotrieno 2
(CysLT2) no epitélio brénquico. *p<0.05 quando comparado a todos os demais

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

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

Os resultados das analises através da técnica de imunohistoquimica
demonstraram uma reducao significante na expressédo dos leucotrienos no epitélio
brénquico (figuras 33, 24, 35, 36, 37 e 38), somente recentemente um estudo
demonstrou que através de técnicas de cultura celular que o epitélio bronquico tem

uma participacao na producéo dos leucotrienos (Tanabe T et al, 2014).

A expressdo de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-lipoxigenase(5-LO),
leucotrieno C4 sintase (LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1(Cysltl), receptor
Cisteinil leucotrieno 2 (Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2) no epitélio bronquico
apresentaram diferenca estatisca ao comparar o grupo OVA a todos os demais
grupos(p<0,05), dados que corroboram com os encontrados na expressao dos
leucotrienos pelos leucocitos peribrénquicos (figuras 27, 28, 29, 30, 31 e 32) e com

0os niveis de LTB4 no lavado broncoalveolar(figura 26), mas ndo 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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correlacdo com o dado de LTC4 encontrado através da técnica de Elisa no lavado

broncoalveolar (figura 25).

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

Cisteinil leucotrieno receptor 2(Cyslt2).
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Figura 39. Efeitos do TFA sobre a expresséo do receptor 2 de leucotrieno B4 (LTB4)
no homogenato pulmonar. ***p<0.001 quando comparado a todos 0s demais grupos.

Imagem: A=Anticorpo Ltb4r2, B=Ponceau.
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Figura 40. Efeitos do TFA sobre a expressdo 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. Discusséao

O presente estudo demonstrou que o treinamento fisico de intensidade leve
(60% da intensidade maxima em um teste incremental de velocidade), realizado de
maneira frequente (5x por semana) com duracdo de 60min., apresentou uma
diminuicdo significativa entre o grupo Ova e Ova+Exercicio (p<0,001) na eosinofilia
no lavado broncoalveolar induzida pela sensibilizacdo pulmonar alérgica crénica com
ovalbumina. Assim como reduziu macrofagos, linfécitos e neutréfilos (p<0,05)
guando comparamos o grupo Ova e OvatExercicio, resultado compativel com
estudos ja presentes na literatura (Vieira RP et al, 2007 e Vieira RP et al, 2011).

As citocinas presentes no lavado broncoalveolar o exercicio fisico se mostrou
capaz de modular os niveis de IL-5 (p<0,05) quando comparamos o grupos Ova e
Ova+Exercicio, que € uma importante citocina que apresentam um importante papel
no remodelamento e manutencdo da inflamacdo (Vieira RP et al, 2007). Em
contrapartida no presente estudo o exercicio ndo alterou os niveis de IFN-gamma e
IL-10 de maneira estatisticamente significativa como em outros estudos envolvendo
exercicios fisico aerébio de baixa e média intensidade (Chung KF e Barnes PJ,
1999).

Foi demonstrado uma alteracdo significativa namero de macréfagos no
espaco peribrénquico (p<0.01) e no numero de linfécitos no espaco peribrénquico
(p<0,05) quando comparado o grupo Ova a todos 0os demais grupos.

Os resultados do presente estudo sugerem que o treinamento fisico aerébio pode ter
papel na reducdo da migracdo eosinofilica, possivelmente pela diminuicdo da
sintese de eosinodfilos causado pela redugdo dos niveis de IL-5, que age tanto direta

guanto indiretamente promovendo a diferenciacdo, proliferacdo, aumento do
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recrutamento e da sobrevida das células inflamatérias na inflamacao alérgica (Webb
DC et al, 2000).

Esses resultados sugerem que o treinamento fisico aerobio pode exercer um
importante papel no tratamento da asma, devido aos seus possiveis efeitos
antiinflamatorios, que parecem nao estar somente restrito as vias aéreas, mas que
também ao parénquima pulmonar.

Nas analises dos niveis de IL-5, IL-10 e IFN-gamma (figuras 12-17). As
figuras 12, 13 e 14 representam o0s niveis de IL-5, IL-10 e IFN-gamma
(respectivamente) obtidos do lavado broncoalveolar. A exposicdo a OVA aumentou
0s niveis 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 ja realizadas por
nosso grupo (Vieira RP et al, 2007 e Vieira RP et al, 2011). Em contrapartida ao
analisar os niveis de IL-10 e IFN-gamma, tanto no LBA quanto no Soro, 0S grupos
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p>0,05)(Figura 13,14,16 e
17). Nao ocorrendo por tanto alteragdo nas citocina na expressao de citocinas Thl
(IFN-gamma) e nem Th2 (IL-10) ndo demonstrando qualquer desequilibrio Th1/Th2.

Foi possivel observar o efeito do treinamento fisico aerébio sobre a
porcentagem de fibras colagenas na parede das vias aéreas(p<0.05), fibras elasticas
na parede das vias aéreas(p<0.01) e da espessura da musculatura lisa (p<0,05)
gquando comparado o grupo Ova a todos os demais grupos. Demonstrando que
nosso estudo apresentou caracteristicas de remodelamento das vias aéreas,
modificacdes ja demonstrados em estudos de outros autores (Vieira RP et al, 2011 e
Mickleborough TD et al, 2005) e que o exercicio fisico mostrou um efeito protetor em

relacdo ao remodelamento (Vieira et al, 2011).
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Estas alteracbes estruturais sdo normalmente relatadas como sendo
secundarias a inflamacé&o e resultam num componente irreversivel de obstrucao das
vias aéreas em pacientes asmaticos, especialmente na asma severa e como
consequéncia o paciente, muitas vezes, deixa de responder aos broncodilatadores
(Nici, L et al, 2006).

Os leucotrienos séo alguns dos broncoconstritores mais potentes conhecidos
e constituem mediadores importantes da inflamacdo nas vias respiratorias. Os
farmacos que inibem a producdo de leucotrienos ou a sua ligacdo 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 niveis de LTB4 e LTC4 no LBA,
demonstrando modificacGes significantes nos niveis de LTB4 (p<0,05) mas ndo nos
niveis de LTC4 (p>0,05). O LTC4 € parte dos cistenil leucotrienos (CysLTs: LTCA4,
LTD4, e LTE4) também classificado como substancias de reacdo lenta de anafilaxia
(93,94). Demonstrando por tanto que o exercicio fisico aerdbio, possui uma
influéncia nos niveis de LTh4 e que sua participacdo na acao quimioatrativa atraves
dos receptores de alta afinidade LTB4 receptor-1 (BLT1) nas células alvo(Teal Set
al, 2010), pode ser a explicacdo para a modulacdo dos niveis de células ativas do
sistema imune inato como neutréfilos, macréfagos e mastocitos (Kemp JP,2009).

A influéncia do TFA na expressao leucotrienos através da técnica de
imunohistoquimica, demonstrou uma diferenca estatistica significante ao
compararmos o0s niveis do grupo sensibilizado e desafiado(grupo OVA) a todos os
demais grupos (p<0,05) tanto nos leucécitos peribronquicos(figuras 27-32) quando

no epitélio(figuras 33-38), demonstrando que o exercicio fisico diminuiu a expressao
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de leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-lipoxigenase(5-LO), leucotrieno C4 sintase
(LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1(Cysltl), 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 diferenca significante

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


http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html

80

6. Concluséo

No presente estudo, nés avaliamos a influéncia do exercicio fisico em um
modelo experimental de asma, onde foi possivel constatar que nesse modelo a
atividade fisica aerdbia de intensidade leve reduziu a inflamacéo e remodelamento
pulmonar. A via dos leucotrienos é de fundamental importancia para o
desencadeamento do processo inflamatério caracteristico da inflamacé&o cronica das
vias aéreas, e 0 exercicio fisico demonstrou-se como uma ferramenta capaz de
reduzir os niveis de LTb4 no lavado broncoalveolar e também a expresséo
leucotrieno A4 hidrolase(LTA4H), 5-lipoxigenase(5-LO), leucotrieno C4 sintase
(LTC4), receptor Cisteinil leucotrieno 1(Cysltl), receptor Cisteinil leucotrieno 2
(Cyslt2), receptor leucotrieno B4 (Ltb4r2) tanto nos leucécitos quanto no epitélio
brénquico, além da expressdo nos niveis de Ltb4r2 e Cys2 no homogenato
pulmonar, demonstrando que em modelos animais a reducéo da inflamacéo gerada

pelo exercicio fisico é decorrente em parte da reducéo dos niveis de leucotrienos.


http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html
http://www.nature.com/srep/2013/131120/srep03274/full/srep03274.html

81

7. Referéncias

1. Global Initiative for Asthma (GINA)Global Initiative for Asthma (GINA) Global
Strategy for Asthma Management and Prevention. 2006; National Heart, Lung, and
Blood Institute of Health

2.Fuhlbrigge A, Peden D, Apter AJ, Boushey HA, Camargo CA Jr, Gern J, Heymann
PW, Martinez  FD, Mauger D, Teague WG, Blaisdell C. Asthma outcomes:
exacerbations. J Allergy Clin Immunol. 2012 Mar;129(3 Suppl):S34-48. doi:
10.1016/j.jaci.2011.12.983.

3.Gergen, P. J., and Weiss, K. B. (1995). “Epidemiology of asthma” in Asthma and
Rhinitis, Chap. 3, eds W. W. Busse and S. T. Holgate (Boston, MA: Blackwell
Scientific Publications), 17-32

4.Gaurab Sircar, Bodhisattwa Saha, Swati G. Bhattacharya e Sudipto Saha. Allergic
asthma biomarkers using systems approaches. Front. Genet., 08 January 2014 | doi:
10.3389/fgene.2013.00308

5.World Health Organization. Global surveillance, prevention and control of chronic
respiratory diseases: a comprehensive approach, 2007.

6.Neto A. C.,Botega A., Souza-Machado C.,Cerqueira e Silva C.M.P., Prado Junior
J.C., Frade J.C.Q.P., Nascimento Junior J.M., Jardim J.R., Meiners M.M.M.A,,
Camargos P.A.M. Franca F.P., Hau S.D.. Doencas Respiratorias Cronicas. Ministério
da Saude, Secretaria de Atencéo a Saude 25, 2010.

7. Curschmann H: Ueber. Bronchiolitis exsudativeund ihr Verhaltniss zum Asthma
nervosum. Dtsch Arch Klin Med 1882; 32: 1-34.

8.National Asthma Education and Prevention Program N. Expert panel report 3:

guidelines for the diagnosis and management of asthma. 2007



82

9.National Institutes of Health N. Global Initiative for Asthma. Global Strategy for
Asthma Management and Prevention (GINA). 2009

10.Holgate ST. Pathogenesis of asthma. Clin Exp Allergy. 2008 Jun;38(6):872-97.
11.Holgate ST, Davies DE. Rethinking the pathogenesis of asthma. Immunity. 2009
Sepl18;31(3):362-7.

12.Larche M, Robinson DS, Kay AB. The role of T lymphocytes in the pathogenesis
of asthma. J Allergy Clin Immunol. 2003 Mar;111(3):450-63.

13.Ritz SA, Gajewska BU, Stampfli MR, Jordana M. Determinants of the immune-
inflammatory response in allergic airway inflammation: overview of antigen
presentation and cellular activation. J Allergy Clin Immunol. 2000 Nov;106(5
Suppl):S206-12

14.Robert F Lemanske Jr. Inflammatory events in asthma: An expanding equation.
Journal of Allergy and Clinical Immunology Volume 105, Issue 6, Part 2,
Pages S633-S636, June 2000

15.Galli SJ, Tsai M, Piliponsky AM. The development of allergic inflammation. Nature
2008; 24: 445-454.

16. Steinke JW, Borish L, Rosenwasser LJ. 5. Genetics of hypersensitivity. J Allergy
Clin Immunol. 2003 Feb;111(2 Suppl):S495-501.

17. Vercelli D. Discovering susceptibility genes for asthma and allergy. Nature
reviews. 2008 Mar;8(3):169-82.

18. Roitt IM. Immunology, physiology, pathology and clinic. London: Blackwell
Scientific; 1992.

19. Bukantz SC, Lockey RF. IgE immediate hypersensitivity. In: Weiss EB, Stein M,
eds. Bronchial asthma. Mechanisms and therapeutics. Boston: Little, Brown; 1993. p.

68-79.


javascript:void(0);
http://www.jacionline.org/issue/S0091-6749(00)X0073-5

83

20. Milgrom H, Fick RB Jr, Su JQ, Reimann JD, Bush RK, Watrous ML, et al.
Treatment of allergic asthma with monoclonal anti-IgE antibody. rhuMAb-E25 Study
Group. N Engl J Med 1999;341:1966-73.

21. Fahy JV, Cockcroft DW, Boulet LP, Wong HH, Deschesnes F, Davis EE, et al.
Effect of aerosolized anti-IgE (E25) on airway responses to inhaled allergen in
asthmatic subjects. Am J Respir Crit Care Med 1999;160:1023-7.

22. Humbert M, Corrigan CJ, Kimmitt P, Till SJ, Kay AB, Durham SR. Relationship
between IL-4 and IL-5 mMRNA expression and disease severity in atopic asthma. Am
J Respir Crit Care Med 1997;156:704- 8.

23. Wills-Karp M, Luyimbazi J, Xu X, Schofield B, Neben TY, Karp CL, et al.
Interleukin-13: central mediator of allergic asthma. Science 1998;282:2258-61.

24. Holt PG, Stumbles PA, McWilliam AS. Functional studies on dendritic cells in the
respiratory tract and related mucosal tissues. J Leukoc Biol 1999;66:272- 5.

25. Kay AB. Asthma and inflammation. J Allergy Clin Immunol 1991;87:893-910.

26. Bousquet J, Chanez P, Lacoste JY, Barneon G, Ghavanian N, Enander I, et al.
Eosinophilic inflammation in asthma. N Engl J Med 1990;323:1033-9.

27. Bradley BL, Azzawi M, Jacobson M, Assoufi B, Collins JV, Irani AM, et al.
Eosinophils, Tlymphocytes, mast cells, neutrophils, and macrophages in bronchial
biopsy specimens from atopic subjects with asthma: comparison with biopsy
specimens from atopic subjects without asthma and normal control subjects and
relationship to bronchial hyperresponsiveness. J Allergy Clin Immunol 1991;88:661-
74.

28. Busse WW, Sedgwick JB. Eosinophil eicosanoid relations in allergic inflammation

of the airways. Adv Prostaglandin Thromboxane Leukot Res 1994;22:241-9.



84

29. Broide DH, Paine MM, Firestein GS. Eosinophils express interleukin 5 and
granulocyte-macrophagecolony- stimulating factor mRNA at sites of allergic
inflammation in asthmatics. J Clin Invest 1992;90:1414-24.

30. Gleich GJ, Adolphson CR, Leiferman KM. The biology of the eosinophilic
leukocyte. Annu Rev Med 1993;44:85-101.

31. Rabe KF, Munoz NM, Vita AJ, Morton BE, Magnussen H, Leff AR. Contraction of
human bronchial smooth muscle caused by activated human eosinophils. Am J
Physiol 1994;267:.326-34.

32. Collins DS, Dupuis R, Gleich GJ, Bartemes KR, Koh YY, Pollice M, et al.
Immunoglobulin  E-mediated increase in vascular permeability correlates with
eosinophilic inflammation. Am Rev Respir Dis 1993;147:677-83.

33. Leff AR. Inflammatory mediation of airway hyperresponsiveness by peripheral
blood granulocytes. The case for the eosinophil. Chest 1994;106:1202-8.

34. Laitinen LA, Heino M, Laitinen A, Kava T, Haahtela T. Damage of the airway
epithelium and bronchial reactivity in patients with asthma. Am Rev Respir Dis
1985;131:599-606.

35. Malech HL, Gallin JI. Current concepts: immunology. Neutrophils in human
diseases. N Engl J Med 1987;317:687-94.

36. Wenzel SE, Szefler SJ, Leung DY, Sloan Sl, Rex MD, Martin RJ. Bronchoscopic
evaluation of severe asthma. Persistent inflammation associated with high dose
glucocorticoids. Am J Respir Crit Care Med 1997;156:737-43.

37. Werb Z, Underwood J, Rappolee D. The role of macrophage-derived growth
factors in tissue repair. In: Van Furth R, ed. Mononuclear phagocytes. Dordrecht:

Kluwer Academic Press; 1992. p. 404-9.



85

38. Senior RM, Connolly NL, Cury JD, Welgus HG, Campbell EJ. Elastin degradation
by human alveolar macrophages. A prominent role of metalloproteinase activity. Am
Rev Respir Dis 1989;139:1251-6.

39. Vignola AM, Chanez P, Chiappara G, Merendino A, Zinnanti E, Bousquet J, et al.
Release of transforming growth factor-beta (TGF-beta) and fibronectin by alveolar
macrophages in airway diseases. Clin Exp Immunol 1996;106:114-9.

40.Nath P, Leung SY, Williams AS, et al. Complete inhibition of allergic airway
inflammation and remodelling in quadruple IL-4/5/9/13?/? mice. Clin Exp Allergy
2007; 37: 1427-1435.

41.Fixman ED, Stewart A, Martin JG. Basic mechanisms of development of airway
structural changes in asthma. Eur Respir J 2007; 29: 379-389.

42.Vignola AM, Mirabella F, Costanzo G, Giorgi R, Gjomarkaj M, Bellia V, Bonsigniori
G. Airway remodeling in asthma. Chest. 2003; 123:417S-22S. 33- James A. Airway
remodeling in asthma. Curr Opin Pulm Med. 2005; 11:1-6.

43.Chiappara G, Gagliardo R, Siena A, Bonsignore Mr, Bousquet J, Bonsignore G,
Vignola AM. Airway remodelling in the pathogenesis of asthma. Curr Opin Allergy
Clin Immunol. 2001; 1:85-93.

44.Mauad T, Souza ASL, Saldiva PHN, Dolhnikoff M. Remodelamento brénquico na
asma. J Pneumologia. 2000; 26:91-98.

45. Pauwels R, Joos G, Van der Straeten M. Bronchial hyperresponsiveness is not
bronchial hyperresponsiveness is not bronchial asthma. Clin Allergy 1988;18:317-21.
46.Chai H, Farr RS, Froehlich LA, Mathison DA, McLean JA, Rosenthal RR, et al.
Standardization of bronchial inhalation challenge procedures. J Allergy Clin Immunol

1975;56:323-7.



86

47. Sterk PJ, Fabbri LM, Quanjer PH, Cockcroft DW, O’'Byrne PM, Anderson SD, et
al. Airway responsiveness. Standardized challenge testing with pharmacological,
physical and sensitizing stimuli in adults. Report Working Party Standardization of
Lung Function Tests, European Community for Steel and Coal. Official Statement of
the European Respiratory Society. Eur Respir J 1993;16 Suppl:53-83.

48. Tashkin DP. Measurement and significance of the bronchodilator response. In:
Jenne JW, Murphy S, eds. Drug therapy for asthma. Lung Biology in Health and
Disease Series, Vol. 31. New York: Marcel Dekker; 1987. p. 535-613.

49. Roorda RJ, Gerritsen J, van Aalderen WM, Schouten JP, Veltman JC, Weiss ST,
et al. Followup of asthma from childhood to adulthood: influence of potential
childhood risk factors on the outcome of pulmonary function and bronchial
responsiveness in adulthood. J Allergy Clin Immunol 1994;93:575-84.

50. Holgate S. Mediator and cytokine mechanisms in asthma. Thorax 1993;48:103-9.
51. Szczeklik A, Nizankowska E, Sanak M, Swierczynska M. Aspirin-induced rhinitis
and asthma. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2001;1:27- 33.

52. James AL, Pare PD, Hogg JC. The mechanics of airway narrowing in asthma.
Am Rev Respir Dis 1989;139:242-6.

53. Holgate ST.Epithelium dysfunction in asthma. J Allergy Clin Immunol. 2007
Dec;120(6):1233-44; quiz 1245-6.

54. Adrian Shifren, Chad Witt, Chandrika Christie, and Mario Castro, “Mechanisms of
Remodeling in Asthmatic Airways,” Journal of Allergy, vol. 2012, Article ID 316049,
12 pages, 2012. doi:10.1155/2012/316049

55. Pakhale S, Mulpuru S, Boyd M: Optimal management of severe/refractory
asthma. Clinic Med Insights Circ Respir Pulmonary Med 2011, 5(CMCRPM-5-5535-

Pakhale):37.



87

56. Holgate S: Pathophysiology of asthma: what has our current understanding
taught us about new therapeutic approaches? J Allergy

Clin Immunol 2011, 128(3):495-505.

57.Disabella VvV, Sherman C. Exercise for asthma patients: little risk, big
rewards. Phys Sportsmed. 1998;266:75-84

58.Chandratilleke MG, Carson KV, Picot J, Brinn MP, Esterman AJ, Smith BJ:
Physical training for asthma. Cochrane Database of Systematic Reviews 2012 (5).
doi:10.1002/14651858.CD001116.pub3. Art.No.: CD001116.

59.Mendes F.A.R., Gongalves R.C. Nunes M.P.T. ,Saraiva-Romanholo M.B., Cukier
A., Stelmach R., Jacob-Filho W., Martins M.A., Carvalho C.R.F.. Effects of Aerobic
Training on Psychosocial Morbidity and Symptoms in Patients With Asthma:A
Randomized Clinical Trial Chest. 2010;138(2):331-337.

60. O'Donnell DE, Hernandez P, Kaplan A, Aaron S, Bourbeau J, Marciniuk D.
Canadian Thoracic Society recommendations for management of chronic obstructive
pulmonary disease - 2008 update - highlights for primary care. Can Respir J 2008,
15:1A-8A.

61. Maltais F, Bourbeau J, Shapiro S, Lacasse Y, Perrault H, Baltzan M. Effects of
home-based pulmonary rehabilitation in patients with chronic obstructive pulmonary
disease. Ann Intern Med 2008, 149(12):869-878.

62. Neder JA, Nery LE, AnC S, Cabral ALB, Fernandes ALG: Short term effects of
aerobic training in the clinical management of moderate to severe asthma in children.
Thorax 1999, 54(3):202—-206.

63. Moreira A, Delgado L, Haahtela T, Fonseca J, Moreira P, Lopes C. Physical
training does not increase allergic inflammation in asthmatic children. Eur Respir J

2008, 32(6):1570-1575.



88

64. Mendes FAR, Almeida FM, Cukier A: Effects of aerobic training on airway
inflammation in asthmatic patients. Med Sci Sports Exerc 2011, 43(2):197-203.

65. Gunay O, Onur E, Yilmaz O, Dundar PE, Tikiz C, Var A, et al: Effects of physical
exercise on lung injury and oxidant stress in children with asthma. Allergologia et
Immunopathologia 2012, 40(1):20-24.

66. Silva PL, Mello MT, Cheik NC, Sanches PL, Correia FA, Pian A, et al:
Interdisciplinary therapy improves biomarkers profile and lung function in asthmatic
obese adolescents. Pediatr Pulmonol 2011, 47(1):8-17.

67. Segal RJ, Reid RD, Courneya KS, Sigal RJ, Kenny GP, Prud'Homme DG, et al:
Randomized controlled trial of resistance or aerobic exercise in men receiving
radiation therapy for prostate cancer. J Clin Oncol 2009, 27(3):344-351.

68. Boule NG, Haddad E, Kenny GP, Wells GA, Sigal RJ: Effects of exercise on
glycemic control and body mass in type 2 diabetes mellitus: a metaanalysis of
controlled clinical trials. JAMA 2001, 286(10):1218-1227.

69. Sutherland TJT, Cowan JO, Young S, Goulding A, Grant AM, Williamson A, et al:
The Association between Obesity and Asthma: interactions between systemic and
airway inflammation. Am J Respir Crit Care Med 2008, 178(5): 469—-475.

70.Franklin PJ, Stick SM: The value of FeNO measurement in asthma management:
the motion against FeNO to help manage childhood asthma-reality bites. Paediatr
Respir Rev 2008, 9(2):122-126.

71. Jartti T, Wendelin-Saarenhovi M, Heinonen |, Hartiala J, Vanto T: Childhood
asthma management guided by repeated FENO measurements: a meta-analysis.

Paediatr Respir Rev 2012, 13(3):178-183.



89

72. Bonsignore MR, La Grutta S, Cibella F: Effects of exercise training and
montelukast in children with mild asthma. Med Sci Sports Exerc 2008, 40(3):405—
412.

73. Gunay O, Onur E, Yilmaz O, Dundar PE, Tikiz C, Var A, et al: Effects of physical
exercise on lung injury and oxidant stress in children with asthma. Allergologia et
Immunopathologia 2012, 40(1):20-24.

74. Garcia-Aymerich J, Varraso R, Anto JM, Camargo CA Jr: Prospective study of
physical activity and risk of asthma exacerbations in older women. Am J Respir Crit
Care Med 2009, 179(11):999-1003.

75.Vieira RP, Claudino RC, Duarte AC, Santos AB, Perini A, Faria Neto HC, Mauad
T, Martins MA, Dolhnikoff M, Carvalho CR. Aerobic exercise decreases chronic
allergic lung inflammation and airway remodeling in mice. Am J Respir Crit Care
Med. 2007 Nov 1;176(9):871-7.

76.Vieira RP, de Andrade VF, Duarte AC, Dos Santos AB, Mauad T, Martins MA,
Dolhnikoff M, Carvalho CR. Aerobic conditioning and allergic pulmonary inflammation
in mice. Il. Effects on lung vascular and parenchymal inflammation and remodeling.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2008 Oct;295(4):L670-9.

77.R.A. Silva, R.P. Vieira, A.C.S. Duarte, F.D.T.Q.S. Lopes, A. Perini, T. Mauad,
M.A. Martins and C.R.F. Carvalho Aerobic training reverses airway inflammation and
remodelling in an asthma murine model. Eur Respir J 2010; 35: 994-1002 DOI:
10.1183/09031936.00049509

78.Vieira RP, Duarte AC, Santos AB, Medeiros MC, Mauad T, Martins MA, Carvalho
CR, Dolhnikoff M. Exercise reduces effects of creatine on lung. Int J Sports Med.
2009 Sep;30(9):684-90. Respir Physiol Neurobiol. 2011 Mar 15;175(3):383-9. doi:

10.1016/).resp.2011.01.002. Epub 2011 Jan 12.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21236366

90

79.Vieira RP, Toledo AC, Ferreira SC, Santos AB, Medeiros MC, Hage M, Mauad
T, Martins Mde A, Dolhnikoff M, Carvalho CR. Airway epithelium mediates the anti-
inflammatory effects of exercise on asthma. Respir Physiol Neurobiol. 2011 Mar
15;175(3):383-9. doi: 10.1016/j.resp.2011.01.002. Epub 2011 Jan 12.

80.Clarice R. Olivoa, Rodolfo P. Vieira, Fernanda M. Arantes-Costa, Adenir Perini,
Milton Arruda Martins, Celso Ricardo Fernandes Carvalho. Effects of aerobic
exercise on chronic allergic airway inflammation and remodeling in guinea pigs
Respiratory Physiology & Neurobiology 182 (2012) 81— 87

81. Chung KF, Barnes PJ: Cytokines in asthma. Thorax 1999, 54:825-857.

82. Kumar A, Takada Y, Boriek AM, Aggarwal BB: Nuclear factor kB: its role in health
and disease. J Mol Med 2004, 82:434-448.

83.Ram FS, Robinson SM, Black PN, Picot J. Physical training for asthma. Cochrane
Database Syst Rev (4):CD001116, 2005.

84 .Xisto DG, Farias LL, Ferreira HC, Picanco MR, Amitrano D, Lapa e Silva JR,
Negri EM, Mauad T, Carnielli D, Silva LFF, Capelozzi VL, Faffe DS, Zin WA, Rocco
PRM. Lung parenchyma remodeling in a murine model of chronic allergic
inflammation. Am J Respir Crit Care Med. 2005; 171:829-837.

85. Barnes PJ: The cytokine network in asthma and chronic obstructive pulmonary
disease. Clin Investig 2008, 118:3546—3556.

86.Caroll N, Sly P. Exercise training as an adjunct to asthma management. Thorax.
1999; 54:190-191.

87. Finkelman FD, Hogan SP, Khurana Hershey GK, Rothenberg ME, Wills-Karp M:
Importance of cytokines in murine allergic airway disease and human asthma. J

Immunol 2010, 184:1663-1674.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vieira%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Toledo%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferreira%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medeiros%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hage%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mauad%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mauad%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martins%20Mde%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dolhnikoff%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carvalho%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21236366

91

88.Henderson WR Jr, Lewis DB, Albert RK, Zhang Y, Lamm WJ, Chiang GK, Jones
F, Eriksen P, Tien YT, Jonas M, Chi EY.The importance of leukotrienes in airway
inflammation in a mouse model of asthma. J Exp Med. 1996 Oct 1;184(4):1483-94.
89.Teal S. Hallstrand and Wiliam R. Henderson Jr. An update on the role of
leukotrienes in asthma. . Curr Opin Allergy Clin Immunol. 2010 February ; 10(1): 60—
66. doi:10.1097/ACI.0b013e32833489c3

90.Kemp JP. Exercise-induced bronchoconstriction: The effects of montelukast, a
leukotriene receptor antagonist. Ther Clin Risk Manag. 2009;5:923-33

91.R.K. Singh, S. Gupta, S. Dastidar, A. Ray. Cysteinyl Leukotrienes and Their
Receptors: Molecular and Functional Characteristics. Pharmacology 2010;85:336—
349 DOI: 10.1159/000312669

92.Ago H, Kanaoka Y, Irikura D, Lam BK, Shimamura T, Austen KF, Miyano M.
Crystal structure of a human membrane protein involved in cysteinyl leukotriene
biosynthesis. Nature 2007;448:609-612. [PubMed: 17632548]

93.Martinez Molina D, Wetterholm A, Kohl A, McCarthy AA, Niegowski D, Ohlson E,
Hammarberg T, Eshaghi S, Haeggstrom JZ, Nordlund P. Structural basis for
synthesis of inflammatory mediators by human leukotriene C4 synthase. Nature
2007;448:613-616. [PubMed: 17632546]

94.Hirshi Ohnishi, Nobuaki Miyahara and Erwin W Gelfand. The Role of Leukotriene
B4 in Allergic Diseases Allergology International. 2008;57:291-298

95.R.  HENDERSON, JR. WILLIAM, LI-OU TANG, SHI-JYE CHU, SHIH-MING
TSAO, S.CHIANG K. GERTRUDE, FALAAH JONES, MECHTHILD
JONAS, CHONG PAE, HUAIJING WANG, and Y. CHI EMIL "A Role for Cysteinyl
Leukotrienes in Airway Remodeling in a Mouse Asthma Model", American Journal of

Respiratory and Critical Care Medicine, Vol. 165, No. 1 (2002), pp. 108-116..



92

96.Watanabe S, Yamasaki A, Hashimoto K, Shigeoka Y, Chikumi H, Hasegawa Y,
Sumikawa T, Takata M, Okazaki R, Watanabe M, Yokogawa T, Yamamura M,
Hayabuchi T, Gerthoffer WT, Halayko AJ, Shimizu E. Expression of functional
leukotriene B4 receptors on human airway smooth muscle cells. J Allergy Clin
Immunol. 2009 Jul;124(1):59-65.e1-3.

97.Aggarwal S, Moodley YP, Thompson PJ, Misso NL. Prostaglandin E2 and
cysteinyl leukotriene concentrations in sputum: association with asthma severity and
eosinophilic inflammation. Clin Exp Allergy. 2010 Jan;40(1):85-93.

98. Kanaoka Y, Boyce JA. Cysteinyl leukotrienes and their receptors: cellular
distribution and function in immune and inflammatory responses. J Immunol. 2004,
173:1503-10. [PubMed: 15265876]

99. Malaviya R, Malaviya R, Jakschik BA. Reversible translocation of 5-lipoxygenase
in mast cells upon IgE/antigen stimulation. J Biol Chem. 1993; 268:4939-44.
[PubMed: 8444871]

100. Lam BK, Penrose JF, Freeman GJ, Austen KF. Expression cloning of a cDNA
for human leukotriene C4 synthase, an integral membrane protein conjugating
reduced glutathione to leukotriene A4. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994; 91:7663-7.
[PubMed: 8052639]

101. Lam BK, Owen WF Jr, Austen KF, Soberman RJ. The identification of a distinct
export step following the biosynthesis of leukotriene C4 by human eosinophils. J Biol
Chem. 1989; 264:12885-9. [PubMed: 2753893]

102.Carter BZ, Shi ZZ, Barrios R, Lieberman MW. gamma-glutamyl leukotrienase, a
gamma-glutamyl transpeptidase gene family member, is expressed primarily in

spleen. J Biol Chem. 1998; 273:28277-85. [PubMed: 9774450]



93

103. Lee CW, Lewis RA, Corey EJ, Austen KF. Conversion of leukotriene D4 to
leukotriene E4 by a dipeptidase released from the specific granule of human
polymorphonuclear leucocytes.Immunology. 1983; 48:27-35. [PubMed: 6293969]
104.Maclouf J, Antoine C, Henson PM, Murphy RC. Leukotriene C4 formation by
transcellular biosynthesis. Ann N Y Acad Sci. 1994; 714:143-50. [PubMed: 8017763]
105. Laidlaw TM, Kidder MS, Bhattacharyya N, et al. Cysteinyl leukotriene
overproduction in aspirin exacerbated respiratory disease is driven by platelet-
adherent leukocytes. Blood. 2012; 119:3790-8. [PubMed: 22262771]

106. Laidlaw TM, Kidder MS, Bhattacharyya N, et al. Cysteinyl leukotriene
overproduction in aspirin exacerbated respiratory disease is driven by platelet-
adherent leukocytes. Blood. 2012; 119:3790-8. [PubMed: 22262771]

107. Drazen JM, O’Brien J, Sparrow D, et al. Recovery of leukotriene E4 from the
urine of patients with airway obstruction. Am Rev Respir Dis. 1992; 146:104-8.
[PubMed: 1320817]

108. Liu MC, Dube LM, Lancaster J. Acute and chronic effects of a 5-lipoxygenase
inhibitor in asthma: a 6-month randomized multicenter trial. Zileuton Study Group. J
Allergy Clin Immunol. 1996; 98:859-71. [PubMed: 8939149]

109.. Laidlaw TM, Boyce JA. Cysteinyl leukotriene receptors, old and new;
implications for asthma. Clin Exp Allergy. 2012 Sep;42(9):1313-20. doi:
10.1111/j.1365-2222.2012.03982.x.

110.Jonathan M. Gaffin, Alisha Bouzaher, BA and Wanda Phipatanakul. Rethinking
the Prevalence of Exercise Induced Bronchoconstriction in Patients with Asthma. Ann
Allergy Asthma Immunol. 2013 December ; 111(6): . doi:10.1016/j.anai.2013.10.005.

111. Cabral AL, Conceicao GM, Fonseca-Guedes CH, Martins MA. Exercise-induced


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
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22925317

94

bronchospasm in children: effects of asthma severity. Am J Respir Crit Care Med
1999;159:1819-1823. [PubMed: 10351925]

112.Jeffrey M. Drazen, Elliot Israel, and Paul M. O'Byrne..Treatment of Asthma with
Drugs Modifying the Leukotriene Pathway. N Engl J Med 1999; 340:197-206January
21, 1999DO0I: 10.1056/NEJM199901213400306

113.Smita Pakhale, Vanessa Luks, Andrew Burkett and Lucy Turner. Effect of
physical training on airway inflammation in bronchial asthma: a systematic review
BMC Pulmonary Medicine 2013, 13:38 http://www.biomedcentral.com/1471-2466/13/38
114.Vanessa Luks, Andrew Burkett, Lucy Turner and Smita Pakhale. Effect of
physical training on airway inflammation in animal models of asthma: a systematic
review. BMC Pulmonary Medicine 2013, 13:24 http://www.biomedcentral.com/1471-
2466/13/24

115.Gunay O, Onur E, Yilmaz O, Dundar PE, Tikiz C, Var A, et al: Effects of physical
exercise on lung injury and oxidant stress in children with asthma. Allergologia et
Immunopathologia 2012, 40(1):20-24.

116.Chung KF, Barnes PJ: Cytokines in asthma. Thorax 1999, 54:825-857.
120.Valéria Marques Ferreira Normandoa, Flavia Mazzoli-Rocha b, Dayse Kelly
Molina Moreira b, Barbara Chaves Barcellos b, Domingos Wanderley Picanc, o-
Dinizc, Walter Araujo Zinb, Regular exercise training attenuates pulmonary
inflammatory responses to inhaled alumina refinery dust in mice. Respiratory
Physiology & Neurobiology 186 (2013) 53—-60

117. Hallstrand TS, Moody MW, Aitken ML, Henderson WR Jr. Airway
immunopathology of asthma with exercise-induced bronchoconstriction. J Allergy Clin

Immunol 2005;116:586-593. [PubMed: 16159628]


http://www.nejm.org/toc/nejm/340/3/
http://www.nejm.org/toc/nejm/340/3/
http://www.biomedcentral.com/1471-2466/13/38
http://www.biomedcentral.com/1471-2466/13/24
http://www.biomedcentral.com/1471-2466/13/24

95

118. Carraro S, Corradi M, Zanconato S, Alinovi R, Pasquale MF, Zacchello F,
Baraldi E. Exhaled breath condensate cysteinyl leukotrienes are increased in children
with exercise-induced bronchoconstriction. J Allergy Clin Immunol 2005;115:764—
770. [PubMed: 15805996]

119.Hallstrand TS, Moody MW, Wurfel MM, Schwartz LB, Henderson WR Jr, Aitken
ML. Inflammatory basis of exercise-induced bronchoconstriction. Am J Respir Crit
Care Med 2005;172:679—-686. [PubMed: 15947280]

120. Mickleborough TD, Lindley MR, Ray S. Dietary salt, airway inflammation, and
diffusion capacity in exercise-induced asthma. Med Sci Sports Exerc 2005;37:904—
914. [PubMed: 15947713]

121. Hallstrand TS, Debley JS, Farin FM, Henderson WR Jr. Role of MUC5AC in the
pathogenesis of exercise-induced bronchoconstriction. J Allergy Clin  Immunol
2007;119:1092-1098. [PubMed:17321575]

122. Hallstrand TS, Henderson WR Jr. Role of leukotrienes in exercise-induced
bronchoconstriction. Curr Allergy Asthma Rep 2009;9:18-25. [PubMed: 19063820]
127Pearlman DS, van Adelsberg J, Philip G, Tilles SA, Busse W, Hendeles L, Loeys
T, Dass SB, Reiss TF. Onset and duration of protection against exercise-induced
bronchoconstriction by a single oral dose of montelukast. Ann Allergy Asthma
Immunol 2006;97:98-104. [PubMed: 16892789]

123. Philip G, Villaran C, Peariman DS, Loeys T, Dass SB, Reiss TF. Protection
against exercise-induced bronchoconstriction two hours after a single oral dose of
montelukast. J Asthma 2007;44:213-217. [PubMed: 17454341]

124.Peroni DG, Piacentini GL, Ress M, Bodini A, Loiacono A, Aralla R, Boner AL.
Time efficacy of a single dose of montelukast on exercise-induced asthma in

children. Pediatr Allergy Immunol 2002;13:434-437. [PubMed: 12485319]



96

125. Coreno A, Skowronski M, West E, El-Ekiaby A, McFadden ER Jr.
Bronchoprotective effects of single doses of salmeterol combined with montelukast in
thermally induced bronchospasm. Chest 2005;127:1572-1578. [PubMed: 15888830]
126.Ries, A. L. et al. Pulmonary Rehabilitation: Joint ACCP/AACVPR Evidence-
Based Clinical Practice Guidelines. Chest 131, 45-42S (2007).

127.Nici, L. et al. American Thoracic Society/European Respiratory Society
statement on pulmonary rehabilitation. American journal of respiratory and critical
care medicine 173, 1390-413 (2006)

128.Holland, A. E. & Hill, C. J. New horizons for pulmonary rehabilitation. Physical
Therapy Reviews 16, 3-9 (2011)

129.Woods JA, Vieira VJ, Keylock KT. Exercise, inflammation, and innate immunity.
Neurol Clin. 2006; 24:585-599.

130.Lomask M. Further exploration of the penh parameter. Exp Toxicol Pathol. 2006;
57:13-20.

131.Webb DC, McKenzie AN, Koskinen AM, Yang M, Mattes J, Foster PS. Integrated
signals between IL-13, IL-4, and IL-5 regulate airways hyperreactivity. J Immunol.
2000; 165:108-113.

132.Fish JE, Peters S. Airway remodeling and persistent airway obstruction in
asthma. J Allergy Clin Immunol. 1999; 104:509-516.

133.Tanabe T, Shimokawaji T, Kanoh S, Rubin BK. Secretory phospholipases A2 are
secreted from ciliated cells and increase mucin and eicosanoid secretion from goblet

cells. Chest. 2014 Nov 27. doi: 10.1378/chest.14-0258. [Epub ahead of print]


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanabe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25429648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimokawaji%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25429648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanoh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25429648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rubin%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25429648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25429648

8. Anexos

Anexo |

UNINOVE
eovee

Universidade Nove de Julho
Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n? AN0021_2013

Titulo do Projeto: A via dos leucotrienos cortribui para os efeitos antiinflamatérios do
| treinamento fisico aerdbio na asma?

| Orientador: Rodolfo de Paula Vieira

| Aluno: Ricardo Wesley Alberca Custédio

Objetivos:

Avaliar os efeitos do TFA sobre o inflamag@o clérgica cronica das vias aéreas num modelo
experimental de asma. Avaliar os efeitos do TFA sobre o remodelamento das vias aéreas num
modelo experimental de asma. Avaliar os efeitos do TFA sobre os niveis de leucotrienos (LTB)
(LTB4 e CysLTB) no lavado broncoalveolar e no homogenato de tecido pulmonar num modelo
experimental de asma. Avaliar os efeitos do TFA sobre a expressdo das sintases de leucotrienos,
5-lipoxygenase (5-L0) e LTC(4) sintase. Avalior os efeitos do TFA sobre o expressdo dos
receptores de leucotrienos, receptor BLT1, receptor BLT2, receptor cysLT1 e receptor cysLT2.

Meétodos:

Serdo utilizados 20 camundongos C57Bl/6 machos, divididos em 4 grupos experimentais
(Controle, n = 5), (Exercicio, n = 5), (Asma, n = 5) e (Asma + Exercicio, n = 5). O modelo de
“asma” (inflamagc@o pulmonar alérgica crénica) serd induzido através de injegdo intra-
peritoneal com ovalbumina nos dias 0 e 14, sequidos por inalagdo com solugio de ovalbumina
(1%) trés vezes por semana, @ partir do die 21 até o dia 53 do protocolo experimental. O
modelo de “exercicio” realizard treinamento fisico aerébio de baixa intensidode, 5x/semana,
60 minutos/sessGo, ~—_

Animais (procedéncia, raga, linhagem, niimero de animais, peso, sexo):
Procedéncia: Biotério de criacdo da UNINOVE

Rag¢a/linhagem: Mus musculus (Camundongo), C57BI/6 machos
Numero de animais: 20

Peso: 20-25g

Sexo: C57BW6 machos

Condigdes de alojamento e nutri¢do:

Alimentacdo: Acesso @ ragdo Labina Purina ad libitum; fonte de dgua: Acesso @ dgua filtrada ad
libitum; lotagdo - Numero de animais/area: 5 animais por caixa no biotério de manutencdo da
UNINOVE; e exaustdo do ar.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais:

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administragdo):
Pentobarbital sddico (50mg/kg)

Doses: 50 mg/kg, pela via intraperitoneal.

Descreve que ndo sera usada manobra analgésica, pois:
Refere ndo haver dor envolvida no modelo.
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s;nmn?sia. Sob qnestes:a, e apos coleta de 1ml de sangue, os animais serdo eutanaziados
raves da retirada do coracdo. Esclarecemos ainda que em nenhuma hipotese os

camundongos poderdo ser sacrificados em cé
: mara de CO2 pelo fato do CO2 i ]
andlises pulmonares que realizaremos. e R

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:

tErst_e estudo sgra rele.va-nte pois até o momento nenhum estudo avaliou os efeitos do

. :mqmento ffs:co aerobio sobre a vie dos leucatrienos na asma. Portanto, o presente estudo
jetiva avaliar se os efeitos antiinflamatdrics do treinamento fisico aerdbio na asma é

mediado, pflo menos em parte, pela inibi¢Go da sintese de leucotrienos ou mesmo pela inibicGo
da expressdo dos receptores de leucotrienos.

UNINOVE
\. X NI R- R
Universidadaove de Julo

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® AN0021_2013

Titulo do Projeto: A via dos leucotrienos contribui para os efeitos antiinflamatorios do!
| treinamento fisico aerobio na asma? J

|

Apresentado a esta Comissdo para andlise ética, foi considerado:

(X ) Aprovado, sendo que este projeto deveri permanecer arquivado por 05 {cinco) anos

nesta Secretaria.
{ ) Com pendéncia, devendo o Pesquisador encaminhar as modificacdes sugeridas, e iniciar a

coleta de dados somente apds a aprovacao do prajeto por este Comité.

() Ndo-Aprovado

Favor enviar relatério apés a finalizagdo do projeto.

——
— = W

Sao Paulo, 21 de novembro de 2013

YA

Prof. Dra. Katia De Angelis

Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Nove de Julho
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treinamento fisico aerdobio na asma?

Titulo do Projeto: A via dos leucotrienos contribui para os efeitos antiinflamatdrios dj

| Orientador: Rodolfo de Paula Vieira ; |

| Aluno: Ricardo Wesley Alberca Custédio A

Objetivos:

Avaliar os efeitos do TFA sobre a inflamacdo alérgica cronica das vias aéreas num modelo
experimental de asma. Avaliar os efeitos do TFA sobre o remodelamento das vias aéreas num
modelo experimental de asma. Avaliar os efeitos do TFA sobre os niveis de leucotrienos (LTB)
(LTB4 e CysLTB) no lavado broncoalveolar e no homogenato de tecido pulmonar num modelo
experimental de asma. Avaliar os efeitos do TFA sobre a expressdo das sintases de leucotrienos,
5-lipoxygenase (5-LO) e LTC(4) sintase. Avaliar os efeitos do TFA sobre a expressdo dos receptores
de leucotrienos, receptor BLT1, receptor BLT2, receptor cysLT1 e receptor cysLT2.

Métodos:

Serdo utilizados 60 camundongos C57Bl/6 machos, divididos em 4 grupos experimentais
(Controle, n = 15), (Exercicio, n = 15), (Asma, n = 15) e (Asma + Exercicio, n = 15). O modelo de
“asma” (inflamag@o pulmonar alérgica cronica) sera induzido através de inje¢@o intra-peritoneal
com ovalbumina nos dias 0 e 14, seguidos por inalagdo com solugdo de ovalbumina (1%) trés
vezes por semana, a partir do dia 21 até o dia 53 do protocolo experimental. O modelo de
“exercicio” realizarg treinamento fisico aerébio de baixa intensidade, Sx/semana, 60
minutos/sessdo. - =

Animais (procedéncia, raga, linhagem, numero de animais, peso, sexo):
Procedéncia: Biotério de criacao da UNINOVE

Raca/linhagem: Mus musculus (Camundongo), C57BI/6 machos
NdGmero de animais: 60

Peso: 20-25g

Sexo: C57BI/6 machos

Condigdes de alojamento e nutrigdo:

Alimentagdo: Acesso @ ragdo Labina Purina ad libitum; fonte de dgua: Acesso a dgua filtrada ad
libitum; lotagdo - Numero de animais/area: 5 animais por caixa no biotério de manutencdo da
UNINOVE; e exaustdo do ar.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais:

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administracdo):
Pentobarbital sédico (50mg/kg)

Doses: 50 mg/kg, pela via intraperitoneal.

Descreve que nao sera usada manobra analgésica, pois:
Refere n3o haver dor envolvida no modelo.
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Eutandsia: Sob anestesia, e apos coleta de 1mlde sangue, os animais serdo eutanaziados através
da retirada do coragdo. Esclarecemos ainda que 2m nenhuma hipétese os camundongos poderdo
ser sacrificados em cdmara de CO2 pelo fato do CO2 interferir com as andlises pulmonares que
realizaremos.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:

Este estudo serd relevante pois até o momento nenhum estudo avaliou os efeitos do treinamento
[fisico aerdbio sobre a via dos leucotrienos na asina. Portanto, o presente estudo objetiva avaliar
se os efeitos antiinflamatdrios do treinamento fizico aerébio na asma é mediado, pelo menos em
parte, pela inibicGo da sintese de leucotriencs ou mesmo pela inibicGo da expressdo dos
receptores de leucotrienos.

De acordo.

Inicio: 01/11/2014
Término: 31/02/2015

Apresentado a esta Comissao para analise ética, foi considerado:

(X ) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta
Secretaria.

{ ) Com pendéncia, devendo o Pesquisador encaminhar as modificacGes sugeridas, e iniciar a
coleta de dades somente apds a aprovagdo do projeto por este Comité.

() N3o-Aprovado

Comentario:

- Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatério final sobre a pesquisa (Lei
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

S3o Paulo, 21 de outubro de 2014

Prof. Dra. Katia De Angelis
Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Nove de Julho
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orotracheally 10 ug/mouse), ARDS IF (r=7. LPS Intra-peritooealy 100 pg/mossel ARDS 1T+ Laser
(m=9; LS intra-tracheally 10 pgimouse ), ARDS 1P+ Laser (o = 9; LIPS lmn prmnnu!y 100 pg/mouse ).

::;vt. Twenty-four hours aftes last LPS administration, mice were studied for p ary ation by total
LS ) and ddfferential cell count in bronchoalveolar lvage (BALL cytokines [Il ~1beta, IL-6, KC and TNF-alpha)
Ly tevels in BAL Doid and alsa by quantitative amiysts of mnmphm number In the lung parenchyma,
Lung miummaton u.u significantly redi I ary anel on in LPS-induced ARDS, as
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of peutrophils in lung parenchiyma (p <0000 ) LLLT is effective to reduce palmonary Inflammation in

both pul ary and extrapuol ary model of LPS-induced ARDS.
© 2014 Elsevier BV, All rights reserved,
1. Introduction Many studies show that the prevalence ol intrapulmonary ARDS

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is defined as
respiratory faflure from inflammatory response thar leads to
alteration of alveolar-capillary permeability, pulmonary edema
andd hypoxemia refractory to high oxygen flow | 26,17]. Although
several causes of ARDS result in a uniform parhology, in the last
stage, evidence suggests that the pathophysiology may differ
according to the type of primary Insult. Thus, two forms of ARDS
have been descnibed: ARDS with direct effects on lung epithelial
cells; ARDS reflecting lung involvement secondary to a systemic
inflammatory  response, being the center of the injury, the
pulmonary endothehal cell (2617
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is higher when compared with extrapulmonary [23). However |8]
demonstrate an equal prevalence of both types, ant this issue
remains controversial [8]. From pulmonary causes. pneumonda Is
the most direct cause of injury, followed by aspiration of gastric
[ andd pulmonary t |27), The rate of death from pul-
monary and extrapulmonary insults varies considerably, however,

25], shaws an increase in mortality in the group of direct etiology,
while 4] found a direct relatlonship between lung injury and
Increased mortality.

The scientific literature has reported anti-inflammatory effects
of low-level laser therapy (LLLT) in maodels of acute lung Injury
[4-7), Furthermore, a growing number of clinical studies are dem-
onstrating the efficacy and safety of LLLT for different pulmonary
diseases, as asthma and chronic obstructive pulmonary diseases
(COPD) [15,9,10,14). For instance, some studies also have demon-
strated that application of LLLT for the treatment of patients with
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chronic abstructive bronchitis accelerates the eliminaton of clinical
symptoms, increases its effickency, promotes drainage function of
the bronchi. facilitates standardization the immune status of the
patient, and contributes to the optimization of lipid peraxidation
(o)

Therefore, the present study was designed alming to fill a lack of
information regarding the effects of LLLT in a model of pulmonary
and extrapulmonary LPS-induced ARDS in BALB/c mice,

2. Materials and methods
2.1. Animals and experimental groups

Thirty-elght male BALB/c mice weighing between 25 and 30 g
were obtained from the Animal Facility of the Nove de Julho Uni-
versity. All experi al proced with animals care followed
the international reconunendations for the use and care of animals
and were approved by the local ethical committee. All mice were
housed in bright moms with controlied temperature {21-23 °C)
and humidity (45-65%) and 12-12 h hight/dark cycle. with access
to food and water ad kbitm,

The animals were divided into 5 groups: control {#n = 6), LPS oro-
tracheal (n = 7), Intra-peritoneal LPS {r = 7), orotracheal LPS + laser
(1 =8), intra-1PS Laser peritoneal + (n=9)

2.2. Pulmonary and extrapubmonary model of LPS-tnduced ARDS

Foe the pulmonary model of LPS-induced ARDS, under anesthe-
sia (ketamine 100 mg/kg and xylazine 10 mg/kg), using 4 100 pl
micropipette, animals received LPS (10 pg/mouse) diluted in
S50 of PBS through an orotracheal instillation as previously
described [27], For the extrapulmonary model of LPS-induced
ARDS, animals received LPS (100 pg/mouse) diluted in 50 pl of
PBS through an intra-peritoneal injection

2.3, LLLT protocol

One hour after LPS administration, LLLT treated groups recetved
infrared laser administration [continuous wave, 830 nm, 3 Jjom?,
35 MW, 80 s per point (3 points per application)). where point |
was in the end part of trachea, point 2 in the right lung and the
paint 3 in the left lung in direct contact with skin. These 3 points
application totalized 240s and an energy of 9 Jjcm?, In total, LLLT
groups received the LLLT as described above for 3 tmes. ina | h
interval between each application,

2.4. Bivod collection, processing and analysi

Under anesthesia. the abdomen was open the | ml of blood was
collected via cava vein using a syringe without anti-coagulant st
Immediaely centrifuged at 950 g, 4 °C, during 7 min. The serum
was collected and stored at 70 °C for cytokines measurement,

25. Bronchoalveolar Lovage Fluid (BALF)

Aiming to access lung inflammation. the number of total and
differential cells count in BALF was performed, Briefly, under
anesthesia, mice were submitted to tracheotomy and cannulated.
Then, using a 1 ml syringe, a 3« 05 ml PBS washing was applied
and the recovery material was centrifuged at 800 g, at 4°C dur-
ing 7min. The supernatant was stored at -70°C for cytokines
analysis and the cell pellet was resuspended in 1 mi PBS. The
number of total cells was counted using a hematocytometer
(Neubauer chamber) and the differential cells count were

performed through & cytospin preparation, staned with Diff
Quick and 300 cells were counted according to the hematological
characteristic | 13.20],

26, Inflammatory mediators in BALF and In sevum

The levels of pro-anflammatory cytokines IL- 1 beta, IL-6, KC and
TNF-alpha and of anti-inflammatory cytokine IL-10 was evaluated
in the BALF according to the manufacturer’s instructions,

2.7, Histomorphometric study

To evaluate the effects of LLLT on parenchymal inflammation,
one the hallmarks of ARDS, the lungs were collected, fixed in 10%
formalin and submitted to histological routine. Briefly, 5 pum ticks
lung slices were stained with hematoxylin and eosin. Then, 15 ale-
atory fields of the lung parenchyma of each mouse were photo-
graphed, By using the software Image Pro Plus 4.0, the ar and
tissue area of all photomicrographs were determined. The number
of polymorphonuclear (PMN) cells [notably neutrophils) was
counted in each photo according the morphological criteria by an
expensenced research, blinded to the group’s description. Then,
the number of PMN cells per square millimeter of lung tissue
was presented.

3. Results

3.1, Inflammation in Bronchoalveofor Lavage Fluid (BALF) and @ lung
tissue i the pulmonary model of ARDS

Fig | shows the mflammatory profile in BALF {total cells - panel
1A: neutrophils - panel 18) and the number of polymorphonuciear
cells (notably neutrophils - panel 1C) and the representative pho-
tomicrographs of control (panel 1D), LPS IT (panel 1E) and LPS
IT » laser (panel F) in the pulmonary (IT) model of ARDS. The
results shows that intra-tracheal administration of LPS signifi-
cantly increased the number of total cells (p< 0.001) and neutro-
phils {p< 0.001) in BALF when compared with control group. On
the other hand, LLLT significantly reduced the number of total cells
{(p<0.001) and neutrophils (p <0.01) when compared with LPS
group. LLLT also significantly reduced the number of polymorpho-
nuclear cells in the lung parenchyma (p < 0.001; panels 1C until
1F).

3.2. Cyvokines devels in BALF in the pulmomary model of ARDS

Fig 2 shows the levels of IL-1beta, IL-6, KC, TNF-alpha and 1L-10
in BALF in a pulmonary model of ARDS ( panels 2A-E. respectively ).
Panel 2A-D shows that LLLT significantly reduced intra-tracheal
LPS increased IL-1beta, IL-6, KC and TNF-alpha (p <0.05). Panel
2E shows that no differences in the Jevels of 1L-10 were found
when all groups were compared (p > 005}

3.3 Qakines kevels in sevum in the pulmonary model of ARDS

Fig. 3 shows the serum levels of IL-6 and TNF-alpha in a
pulmonary madel of ARDS {panels 3A and 3B respectively), In
the panel 3A the results show that LLLT significantly reduced
imtra-tracheal LPS increased IL-6 levels (p < 0.01) In panel 38, the
results show that LLLT significantly reduced intra-tracheal LPS
Increased TNF-alpha levels (p <0.001).
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3.4, inflarnmation in Bronchealveolor Lovage Fluid (BALF) and in ing
tissue in the extrapulmonary model of ARDS

Fig. 4 shows the inflammatory profile in BALF {total cells - panel
4A; neutrophils - panel 48 ) and the number of polymorphonuclear
cells {notably neutrophils - panel 4C) and the representative pho-
tomicrographs of control (panel 4D}, LPS IP (panel 4E) and LPS
IP + laser (panel 4F) in the extrapulmonary (IP) model of ARDS
The results shows that intra-peritoneal (IP) administration of LPS
significantly Increased the number of total cells (p < 0.001) and
neutrophils (p<0.001) in BALF when compared with control
group. On the other hand, LLLT significantly recluced the ber

administration significantly increased the levels of TNF-slpha
(p <0.01), LLLT significantly reduced its levels (p <0.01) Similarly
to intra-tracheal model of intra-pulmonary ARDS, in the extrapul-
monary modé of ARDS (intra-peritoneal LPS administration), no
differences were observed in the levels of IL-10 (p> 0,05).

3.6. Cytokines levels in serum in the pudmonary model of ARDS

Tig 6 shows the serum levels of IL-6 and TNF-alpha in an
extrapulmonary model of ARDS (panels 6A and 6B, respectively)
In the panel 6A, the results show that LLLT significantly reduced

of total cells (p<0.001) and peutrophils (p< 0.001) when com-
pared with LPS group, LLLT also significantly reduced the number
of polymorphonuclear cells in the lung parenchyma (p <0.001;
panels 4C until 4F).

3.5 Cytokines levels in BALF in the extraputmonary model of ARDS

Fig. 5 shows the levels of [L-1beta, IL-6, KC, TNF-alpha and IL-10
in BALF in a pulmonary model of ARDS (panels 5A-E, respectively )
Panel 5A shows that intra-peritoneal LPS administration signifi-
cantly increased the levels of IL-1beta (p < 0.001), while LLLT sig-
nificantly its levels. compared with LPS group (p < 0.01), Panel 58
and 5C shows that intra-peritoneal LPS administration significantly
increased the Jevels of IL-6 (p <0.001) and KC (p <0001} respec-
tively, while LLLT significantly its levels, compared with LPS group
(p<0001), Panel 5D shows that while intra-peritoneal LPS

intra-p al LPS increased IL-6 levels (p < 0.001). In panel 68,
the results show that LLLT significantly reduced intra-peritoneal
LPS increased TNF-alpha levels (p < 0.05),

4. Discussion

The present study showed for the first time the effects of LLLT
(830 nm) reducing the acute pulmonary inflammation in a
pul ary and extrapul ary model of LPS-induced ARDS in
BALB/c mice, revealing that LLLT (830 nm) may inhibit acute pul-
manary inflammation independent of eticlogy of primary insult.

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) presents high
rates of morbidity and mortality and the amount and the state
(activation and apoptosis rate) of the neutrophils may be corre-
lated with the diseases seventy and prognasis [ 11, In the present
study, we found that both models (pulmonary and extrapulmo-
mary ) of LPS-induced ARDS significantly increased the migration
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of neutrophils to the lungs, accordingly to the previous studies
[17.25,13.20], In the physiopathology of ARDS, neutrophils contrib-
ute to the lung injury releasing several mediators, ie. free radacals,
progeases, cytokines and chemokines | 17]. Furthermore, the activa-
tion of neutrophils has been directly linked with ARDS' severity
and mortality [ 11]. In this way, our results showed that LLLT was
effective to reduce the migration of neutrophils to the lungs, x
demonstrated through neutrophils counting in bronchosiveolar
lavage and also by the quantitative analysis of the neutrophils
number (n the lung parenchyma. These ant-inflammatory effects
of LLLT on neutrophils recruitment is particularly important. since
that such effect was observed in pulmonary and extrapulmonary
model of LPS-induced ARDS, reinforcing the benefical effects of
LLLT independent of the diseases etivdogy, This results are also in

agreement with previous studies that have demaonstrated that LLLT
was able to reduce neutrophils migration in model of intestinal
Ischemia-reperfusion induce ARDS |47,

The modulation of peutrophilic inflammation in ARDS have
been attributed to release of several pro-inflammatory cytokines,
for instance, [L-1beta, IL-6, IL-8 and TNF-alpha [ 7], Interfeukin |
beta (IL-1beta) is a potent pro-inflammatory cytokine and its
increased levels in patients developing ARDS are refated with poor
prognosis of disease | 19] IL-1beta 1 thought to play a central role
In the beginning of inflammatory process and the neutrophils to be
the main source of I1L-1beta release in during diverse inflammatory
response (3], IL-1beta also increases neutrophils survival, contrib-
uting for non-resolution of the inflammation | 1), In the present
study we found increased levels of 1L-1beta in both, pulmonary

104



M.C Obveira o ex af /fourmal of Miccactemésty asd Phatatiology &: Blolagy 134 {2014) 57-63 6
150 4 150
£ _ses e A 2 B
o k=] whk *rw
x 100 * 100
] °
- :
=
50 4 50
& £
0- i o
Control P IPeL Control » Pl
200

l9]

Fig. 4 Inflimmeatony profie in BALY (totad cells - panel A- nestroptels - panel 8) and the number of polymuorphonuciear cells in the fung parenchyma {notably seutrophils
paned C) and the representatyve phostemc rographs of coetrol (ganed DL UPS L {paned £) and LS 00+ Liser {ganed F} in the extra-pulmonary (1P) nsode] of ARDS. o pereel A, 8

and €, “p <0008,

and extrapulmonary models of ARDS. in agreement with the cur-
rent literature [17.3], The present study also revealed that LILT
was capable to decrease the levels of IL-1heta in both models of
ARDS, pointing out the inhibitory effects of LLLT on the pro-inflam-
matory mediators involved in the physiopathology of ARDS. Of
note, a study has been found similar results concerning the sup-
pressive effects of LLLT on the levels of IL-1beta, however, in a
model of extra-pulmonary LPS-induced ARDS in rats [2],

Interdeukin 6 (IL-6) is considered a pleiotropic cytokine, pre-
senting a central wle in the physiopathology of ARDS, beyond to
be correlated with poor prognostic for disease (19322211 The
levels of IL-6 are increased in the lungs and also in the blood of
humans and also in animal” models of ARDS [19.3.22 211 In the
present study we found increased Jevels of IL-6 in Bronchoalveolar
Lavage Fluid and in serum of mice in both pulmonary and extrapul-
monary model of LPS-induced ARDS, Of note, in both models, LILT
was able to significantly reduce IL-6 levels in Bronchoalveolar
Lavage Fluid and also in serum, to values very close to values of
controd group, These findings are extremely relevant, since that
increased levels of IL-6 are involved in the perpetuation of the
mflammatory state and also in pro-coagulant response in ARDS
[19,12L

Intedeukn 8 (IL-8) and its functional bomologue m mice
(CXCL1KC) present a central role in the physiopathology of ARDS,
primanly mediating the chemoetaxis for neutrophals 193] How-
ever, IL-8 and CXCLI/KC also presents other important effects in
the inflammatory process in ARDS, for instance, increasing of neu-
trophils survival [ 193,15, and also are related with ARDS severity

and martality. In the present study we found that in both models
(pulmonary and extrapulmonary) of LPS-induced ARDS the pul-
monary levels of CXCL1JKC are significantly elevated. On the other
hand, m the present study, we also found that LLLT significantly
reduced the pulmonary levels of C(CLIJKC, event that may he
Invotved in the anti-inflammatory effects of LLLT.

Tumor necrosis factor alpha {TNF-alpha) is a cytokine involved
in neutrophils adhesion and activation, and coagulation and edema
formation, especially during events of acute Jung inflammation
|24, 1], This cytokine is accredited to be involved in IL-6 stimulation
and release. playing a central role in the inflammatory process in
ARDS | 24,1]. Also, increased levels of TNF-alpha are found in the
lungs and also in the systemic arculation of patients developing
ARDS, reinforcing sts role in the pathophysiology of the disease
11922211 In the present study we found that the pulmonary
and the extra-pulmonary model of LPS-Induced ARDS coherently
induced increases in the BALF and serum levels of TNF-alpha. On
the contrary, LLLT significantly reduced the TNF-alpha levels in
both models and also in both sites, in the lungs (in BALF) and also
in the systemi circulation (in serum ). These inhibitory effects of
LLLY are particularly important, considering the patent pro-inflam-
matory effects and the central role of TNF-alpha in the pathoplhys-
iology of ARDS. Also, these results are in agreement with previous
studies that have demonstrated that LLLT significantly reduced the
mRNA expression of TNF-alpha In a model of immune-complex
induce lung injury [ 1] and also in an ex-vivo study using rat bron-
chi, where LILT reduced branchi hyper reactivity to cholinesgic
agonist through a TNF-alpha dependent mechanism | 16].
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Therefore, we conclude that LLLT present important anti-
Inflanmatory effects againg the LPS-induced acute resplratory
distress syndrome, independent of etiology of disease,
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