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RESUMO

Asma é uma doencga inflamatdria cronica, que acomete as vias aéreas com
remodelamento e hiper-reatividade. A obesidade pode influir no desenvolvimento e
gravidade da asma. O treinamento fisico aerdbio (TA), apresenta efeitos anti-
inflamatorios nas vias aéreas dos asmaticos reduzindo a inflamacdo sistémica.
Utilizando um modelo experimental de asma em camundongos obesos, objetivamos
avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébio na inflamacgéo, remodelamento e
reatividadedas vias aéreas. Foram usados 40 camundongos C57BIl/6 machos
pesando entre 18-22 gramas, divididos em: (n = 8 / grupo): Controle (C), Controle
Obeso (CO), Exercicio Obeso (EO), Asma (HDM), Asma e Obeso (HDMO), Exercicio
Asma Obeso (EHO). Os animais foram inicialmente submetidos & uma dieta
hiperlipidica durante 10 semanas, seguido do protocolo de inducdo de "asma" via
administracdo de 100ug de HDM (Dermatophagoides pteronyssinus - HDM) via intra-
traqueal, (1X/semana, por 8 semanas). O treinamento fisico aerébio em esteira (60%
da intensidade méxima, 25% de inclinacdo, lh/sessdo, 5x/semana, durante 5
semanas) com inicio apos a terceira administracdo de HDM. Foram avaliados, a
reatividade brénquica, a celularidade no lavado broncoalveolar (LAB), o diferencial de
células na parede das vias aéreas, o remodelamento brénquico, e citocinas (Thl, Th2,
Th1l7e adipocinas) no lavado broncoalveolar e no soro. Foram encontradas aumento
de células no LAB e no soro, bem como o de citocinas pré-inflamatérias, fibras de
colageno e elasticas no grupo HDMO em comparacao com os demais. O TA foi capaz
de aumentar os niveis de IL 10 no LAB, sendo capaz de reverter diversos aspectos

inflamatoérios e estruturais da asma.

Palavras-chave: asma, exercicio, inflamac¢do, pulméo, obesidade, imunologia,

treinamento aerébio



ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease that affects the airways with
remodeling and hyper-reactivity. Obesity can influence the development and severity
of asthma. The aerobic training (AT), has anti-inflammatory effects in the airways of
asthmatics reducing systemic inflammation. Using an experimental model of asthma
in obese mice, aimed to assess the effects of aerobic exercise training on inflammation,
remodeling and airway reactivity. Were used 40 mice C57BL / 6 mice weighing
between 18-22 grams, divided into: (n = 8 / group): control (C), Obese Control (CO),
Exercise Obese (EO), Asthma (HDM), Asthma and Obese (HDMO), Exercise Asthma
Obese (EHO). The animals were initially subjected to a high-fat diet for 10 weeks,
followed by the induction protocol "asthma"™ means administration of 100ug of HDM
(Dermatophagoides pteronyssinus - HDM) intra-tracheal (1X / week for 8 weeks). The
aerobic treadmill training (60% of full power, 25% grade, 1h / session, 5x / week for 5
weeks) beginning after the third administration of HDM. Were evaluated bronchial
responsiveness, cell in bronchoalveolar lavage (BAL), differential cells in the airway
wall, the bronchial remodeling, and cytokines (Thl, Th2, Th1l7 and adipokines) in
bronchoalveolar lavage fluid and serum. They found an increase of the LAB cells and
serum, as well as the pro-inflammatory cytokines, collagen and elastic fibers in HDM
group compared with the other. The ATcould increase IL-10 levels in the LAB, being
able to reverse many of the structural and inflammatory aspects of asthma.

Keywords: asthma, exercise, inflammation, lung, obesity, immunology, aerobic

training
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1 Introducéo

O sobrepeso e a obesidade sdo crescentes desafios de saude publica,
principalmente em regifes economicamente desenvolvidas ou em desenvolvimento.
As tendéncias para tal crescimento continuam, sendo que os estudos e previsdes
apontam que em 2030 até 57,8% da popula¢do adulta mundial poder& ser obesa ou
estar acima do peso (1).Dados apontam que para casos de Diabetes e doencas
associadas, mais de 55 milhdes de pessoas sdo acometidas por essas doencas, ha
ainda uma projecdo de que na Europa estes nUmeros aumentem para 64 milhdes em
2030(2).Pessoas obesas sdao mais propensas ao desenvolvimento de doencas
cardiometabdlicas e também de doencas respiratérias (1,3-7). De maneira geral
podemos citar que a obesidade estd associada a um aumento da incidéncia de
diabetes, infarto agudo do miocardio, hipertensédo arterial, sindrome metabdlica,
insuficiéncia cardiaca e respiratoria, asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica (1,3-
7).

Existem diversos fatores que podem levar um individuo a um aumento
excessivo da massa corporal, entre eles: causas genéticas, metabdlicas,
neuroendocrinas e psicoldgicas. Entretanto, o agente que mais predispde o ganho de
massa corporal em determinada populagéo sdo as modificacdes no comportamento
dietético (8-11).

As mudancas sociais dietéticas associadas com o crescimento econdmico,
modernizacdo, e a globalizacdo do mercado alimenticio(12-13), bem como a
industrializacao, o rapido crescimento no servi¢o do setor técnico e tecnoldgico resulta
em uma diminuicdo do gasto energético no trabalho, assim como nas atividades
domésticas (14). Em adicdo as mudancas dietéticas supracitadas, a substituicao de
alimentos com carboidratos complexos, frutas, vegetais e peixes por alimentos ricos
em carboidratos refinados, gorduras animais e 0leos vegetais, por alimentos
processados, “fastfoods”, confeitos e bebidas doces contribuem para o aumento da

populacao obesa ao redor do mundo. (14-17)

O tecido adiposo branco compreende grande parte da composi¢cao corporal,
correspondendo a cerca de 40% a massa corporea de individuos com sobrepeso e
obesidade. Sabe-se que este é o maior estoque de energia e também desempenha

diversas fungdes enddcrinas. Se tratando de tecido adiposo branco, as células que o



compde sdo capazes de liberar uma multiplicidade de lipidios e por¢des de proteinas,
assim como acidos graxos mobilizados pelo processo de lipélise. Diversos hormoénios
pleotrépicos sdo sintetizados e secretados pelos adipécitos, sendo que 0s mais
proeminentes seriam a leptina e a adiponectina (18-22).

O tecido adiposo branco pode ser dividido em dois principais depdésitos, entre
eles o tecido adiposo visceral (compreendendo cerca de 10% do total), e 0 subcutaneo
(cerca de 85%), sabe-se que diversos depdsitos menores de tecido adiposo estdo
espalhados ao redor do corpo, distribuidos na periferia dos érgdos, como o coracéo,
rins e linfonodos. Comparado com o tecido adiposo subcutaneo, o visceral
desempenha uma atividade metabdlica maior e mais forte associada aos riscos

metabolicos (23).

A obesidade € um importante fator capaz de influir sobre a gravidade da asma,
ou até mesmo em desencadear o desenvolvimento desta doenca. Embora muito se
tenha associado a obesidade influindo na asma apenas pelos processos inflamataorios,
existem crescentes evidencias sugerindo que a relacdo da asma e obesidade nao
estdo necessariamente correlacionadas apenas pelo processo inflamatorio Th2
classico, e que possivelmente alguns hormdnios poderiam estar envolvidos nessa

relacao (24).

E sabido que o tecido adiposo visceral possui grande potencial imune, com
grandes concentracfes de leucdcitos. Onde ha células CD4 e CD8, T reguladoras

(Treg), natural killer (NK), células 3, mastécitos, eosindfilos e macrofagos (24-33).

Quando a alimentacdo em demasia resulta no aumento da massa do tecido
adiposo branco, a eficiéncia deste em estocar energia é comprometida. H4 o aumento
dos niveis de fatores pro-inflamatorios produzidos pelos adipécitos como citocinas
(TNFa), quimiocinas (MCP1). Adicionalmente a liberagdo de &cidos graxos promovem
alteracdes na quantidade e no fendétipo dos leucdcitos, que obviamente aumentam a

inflamacéo do tecido adiposo(34-37).

E sugerido que os processos inflamatérios resultantes de um quadro de
obesidade estejam relacionados com uma lipotoxicidade, acrescida de um estresse
do reticulo endoplasmatico devido a queima de lipidios, e também uma hipdxia devido
a diminuicao da difusdo de oxigénio nos adipdcitos, e a ativagao de receptores “Toll-
like” (38-41)



E relevante ressaltar que o tecido adiposo branco em individuos obesos contém
um numero elevado de macréfagos quando comparado a pessoas nao obesas, e
estes macrofagos podem ser ativados tanto pelo ponto de vista morfolégico (células
gigantes) quanto funcional (producdo de citocinas) (4). Além do fato da quantidade
aumentada de macréfagos, ocorre a diferenciacao destes de macrofagos M2 em M1
guando comparado a individuos eutroficos. Esses macréfagos M1 se posicionam ao
redor dos adipocitos necrosados no tecido inflamado, formando “crown-likestructures”
e produzindo quantidades expressivas de citocinas pro-inflamatorias como IL6 e
TNFa, além disso, tais acontecimentos contribuem para a resisténcia local e sistémica
a insulina (32,33)

Os eosinodfilos sdo importantes leucécitos com papel fundamental para as
respostas alérgicas e infestacGes parasitarias. Estas células sdo responsaveis pela
producdo de IL4(30). Entretanto, a producdo de eosindfilos na medula 6ssea e o

recrutamento para o tecido adiposo branco é controlado pela IL5 (42,43).

Células T reguladoras (Treg) estdo presentes em larga escala no tecido
adiposo de modelos experimentais eutroficos. Em contrapartida, o mesmo néo ocorre
em modelos experimentais obesos e até mesmo em humanos obesos. Logo, a
quantidade de tecido adiposo pode influir sobre a modulacéo e a regulacao do nimero
de Treg aumentando ou diminuindo o quadro inflamatério, e por consequéncia
influindo sobre a funcdo metabdlica. E sabido que as Treg sdo necessarias para
manutencdo de um ambiente anti-inflamat6rio no estado estacionario do tecido
adiposo em individuos eutréficos. Onde as Treg no tecido adiposo expressam grandes
guantidades de IL10, e em sinergismo para a acdo destas citocinas os adipocitos
também apresentam grandes quantidades de receptores de IL10. Ressalta-se que 0s
niveis de IL10 por meio das Treg mantém o estado dos macréfagos em M2(43). E
apontado que adipécitos tratados com IL10, que fosforilam Akt, diminuem os niveis do
agente quimioatrator MCP1, além do que h&a a captacdo aumentada de glicose via
estimulo da insulina (26,32,44). Assim as Treg sdo uma populacao de células de suma
importancia para o impedimento das respostas imunes autodestrutivas no tecido

adiposo, e a diminuicdo destas células agrava o ambiente inflamatorio (45).

Ao contrario das células T adaptativas que sao capazes de reconhecer lipidios
apresentados por moléculas de classe MHC, as células iINKT possuem como
caracteristica a capacidade de reconhecer lipidios apresentados por moléculas CD1d.



Células Dendriticas, macréfagos, células B e T sdo células apresentadoras de
antigeno que sdo capazes de expressar CD1d.Entretanto o mesmo acontece em
células hematopoiéticas, epiteliais, hepatocitos e adipdcitos. Logo, é possivel
constatar que diversas células no tecido adiposo podem interagir diretamente com as
NK (46-48). Outra caracteristica de suma importancia a ser ressaltada é a capacidade
destas células em produzir com rapidez citocinas Thl e Th2, apds a ativacéo via

apresentacao do CD1d(49)

Os mais comuns tipos de doencas inflamatorias que acometem as vias aéreas
sdo a asma e a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), onde a incidéncia destas
€ muito grande ao redor do mundo. A prevaléncia de asma em paises desenvolvidos
€ de aproximadamente 10% em adultos e criangas, ja em paises em desenvolvimento
a prevaléncia € menor, mas ressalta-se que estes numeros estdo aumentando
rapidamente. Os sintomas clinicos da asma séo, o0 estreitamento das vias aéreas,
devido a hiperplasia e hipertrofia, 0 aumento da producdo de muco, e a hiper-
responsividade. Onde, tais caracteristicas podem ser atribuidas como resultado da

inflamac&o orquestrada por citocinas Th2(50).

No caso da asma estudos demonstram que ha a presenca de eosinéfilos no
pulméo, e que estes estimulam as células “T-helper tipo 2” (Th2) pela presenga de
antigenos. Dessa forma, observa-se a presenca de uma resposta Th2 exacerbada,
com concomitante predominancia de eosinoéfilos e linfocitos Th2 (linfocitos CD4+). Ha
também a liberacédo de grandes quantidades de mediadores pré-inflamatérios, como
as IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. (8,9), TNF-q, IL-1B e IL-6, acabam sendo encontrados em
individuos com asma e DPOC e amplificam a resposta inflamatoria, através da

ativacdo do NF-Kp levando ao aumento dos niveis de genes inflamatdrios(4).

Para que ocorra a diferenciacdo das células ThO em células Th2 é necesséria
a transcricdo do fator GATA de ligacdo a proteina 3 (GATA3). Como esperado, nas
vias aéreas de pacientes asmaticos é encontrado grande quantidade de GATA3. A
citocina IL33, um membro da familia de citocinas da IL1 promove a diferenciacédo das
células Th2(51-52).

Como j& citado a IL 4 desempenha grande importancia na diferenciagdo nas
células Th2 provindas de ThO, e pode ser importante na sensibilizacdo a partir da
exposicdo de alérgenos. Outra peculiaridade atribuida a esta citocina, € que ela



exerce funcéo na troca do isotipo de células B e niveis de IgG pela producéo de IgE.
A IL 13 possui a capacidade de mimetizar a IL4 no sentido de induzir a secrecao de
IgE e promover alteragfes estruturais nas vias aéreas, mas ndo cabe a esta a

diferenciacdo das células Th2 (53).

A IL5 desempenha grande importancia na inflamacdo mediada por eosinéfilos,
estando envolvida na diferenciagdo de eosindfilos no interior da medula 6ssea e

prolongando a vida dessas células (53).

Estudos clinicos tem associado que tanto os niveis aumentada de IL 6, quanto
de seus receptores (IL 6R) tem sido diferente em asmaticos e em controles saudaveis,
quando associado a disfuncdo das vias aéreas. Onde a presenca aumentada de IL
6R pode contribuir para a severidade da asma. Ressalta-se que niveis aumentados
de IL 6 no muco de pacientes asmaticos tem sido encontrado juntamente com grandes
quantidades de eosindfilos e neutréfilos, onde obviamente tais caracteristicas
corroboram com a inflamacéo das vias aéreas e resultam no comprometimento da
eficiéncia da via (54). Estudos utilizando um modelo experimental de OVA e também
de IL 6 knockout, indicam que a presenca de IL 6 aumenta a quantidade de eosindfilos

e de citocinas Th2 no pulméo (55).

As células T reguladoras possuem papel fundamental para a regulacdo do
guadro inflamatério, sendo que estas sdo capazes de produzir IL 10. Se tratando ainda
da IL 10, esta € uma importante citocina pleotropica e imunoregulatéria secretada
principalmente por macréfagos, mas também pode ser expressada por células Thl e
linfécitos Th2, bem como por células dendriticas, linfécitos B, mondcitos e mastécitos.
A atividade da IL 10 é mediada por seus receptores (IL 10R). A IL 10 inibe a
capacidade de mondcitos e macréfagos em apresentar antigenos para células T via a
inibicdo de MHC I, e também diminui os niveis de citocinas inflamatérias como IL 1,
IL6,IL 8,IL 12 e TNFa (56).

Se tratando da IL 13, esta também é capaz de desempenhar importante papel
na asma, sendo que a mesma pode influir sobre a hiper-responsividade caracteristica
na asma e também sobre o remodelamento das vias aéreas, que abrangeria a
hiperplasia das células caliciformes, proliferacdo do musculo liso e fibrose subepitelial.
Logo, a partir deste conhecimento, esta citocina tem sido alvo de estudo para a
descoberta de novos tratamentos terapéuticos (57-58). A IL 13 estimula os niveis de



diversas quimiocinas, como a CCL11(58). Muito tem se correlacionado os niveis de IL
13 com o aumento de algumas células do sistema imune. Entretanto, estas células
ndo sdo apenas de resposta inflamatéria Th2, incluindo outras formas de resposta
inflamatoria do tipo T, como células Thl, NK, mastécitos, basofilos e eosindfilos (58).

A IL 17 é definida como uma citocina pro inflamatéria produzida por células T
ativadas em resposta ao estimulo dos receptores destas células, sendo que alL 17 e
citocinas como a IL 21, IL 22 e IL 23 cooperam para uma multiplicidade de efeitos
inflamatorios (59). Evidentemente a IL 17, bem como a resposta inflamatéria Th17
contribuem para a inflamacéo crénica e destruicdo da matriz extracelular. Acredita-se
que a producédo desta citocina, bem como da IL 21 e outras produzidas por células
Th17 podem participar a patogénese de doencas autoimunes (59).A IL 17 também
pode estar expressa em altas concentracfes em resposta a infestacfes bacterianas,

fungicas e manifestacdes alérgicas (60).

Receptores especificos de IL 17 sdo expressos na superficie de diversas
células, inclusive no epitélio, no musculo de vias aéreas e no endotélio vascular de

vias aéreas (61).

A estabilidade da IL 17 é controlada pela IL 23, sendo que os receptores de IL
23 (IL 23R) também séo expressos em diversas ceélulas do sistema imune, como
Linfécitos T, células NK, mondcitos e células dendriticas. Recentemente tem se
estudado a associacdo entre a IL 23R e as doencas inflamatérias, onde a ativacéo
desses receptores estdo diretamente relacionada no processo de diferenciacdo e
manutencao das células Th17. Evidentemente em decorréncia das fun¢des exercidas
pela IL 23 e sua influéncia na resposta inflamatoria Th17, esta citocina tem sido alvo
de estudos relacionados a inflamacao das vias aéreas, inclusive no estudo da asma
(62).

Macrofagos pulmonares alveolares obtidos de individuos obesos sao
excepcionalmente sensiveis a leptina (4, 5). Dessa forma, estudos epidemioldgicos
apontam que niveis aumentados de leptina estdo associados a uma maior prevaléncia
e gravidade da asma (4, 5). Portanto, o tecido adiposo ndo possui a mera funcéo de
reservatorio de energia. Entre as adipocinas mais estudadas e produzidas pelo tecido
adiposo, pode se observar a leptina e resistina (pro-inflamatérias) ou

adiponectina(anti-inflamatorias) (2,3). O aumento de citocinas pré-inflamatérias



produzidas pelo tecido adiposo, como por exemplo, o TNF-a possuem papel

fundamental para o desenvolvimento da sindrome metabdlica (4).

Sabe-se que as adipocinas possuem um potencial sobre os pulmdes de
provocar ou exacerbar a asma. (2,3). As adiponectinas desempenham papel na
regulacédo de energia. Alguns estudos sugerem que a leptina e a adiponectina influem
sobre as condi¢des de inflamacdo pulmonar como a asma e o DPOC (5). Devido a
presenca de adiponectina e seus receptores no pulméo e também a diminui¢cdo nas
concentracdes deste hormonio em individuos obesos, é plausivel que a perda dos
efeitos anti-inflamatoérios da adiponectina durante a obesidade contribuam para a

prevaléncia da asma ou da gravidade desta patologia. (2)

Considerando que em individuos normais ha a presenca de adiponectina e de
seus receptores no pulmdo, e que em individuos obesos os niveis tanto de
adiponectina quanto de seus receptores € diminuida. Muito tem se relacionado esta

molécula com a prevaléncia e a severidade da asma nas populacfes obesas.

A diminuicdo de adiponectina em camundongos induzidos a obesidade ou
deficientes desta adipocina, possuem propensdo em desenvolver Diabetes do tipo 2
e aterosclerose. E ainda especula-se que a administracdo exdégena de adiponectina

poderia proteger esses camundongos do desenvolvimento destas patologias(b).

Se tratando de doencas pulmonares e mais precisamente da asma.E
observado que, a adiponectina administrada em camundongos desafiados com um
alérgeno resulta na reducao acentuada da hiper-reatividade das vias respiratérias e
dos niveis de citocinas Th2 nos pulmbes(45,46). Ja outro estudo afirma que a
administracdo de adiponectina sobre as mesmas condicbes de um modelo
experimental de asma, resultou numa supressao acentuada da hiper-reatividade das
vias respiratorias, e uma diminuigdo do quadro inflamatorio e também inibe 0 aumento

da espessura do musculo liso das vias aereas desse modelo (47)

Ao se tratar dos efeitos da Leptina sobre o sistema imune e mais precisamente
sobre as fungbes pulmonares, é sugerido que a obesidade aumenta as concentragdes
de Leptina. Entretanto, este aumento € relacionado com o agravamento da severidade

da asma(b).



Observou-se um aumentado da hiper-reatividade pulmonar de um modelo
experimental de asma suplementado com Leptina por infusdo. Em contrapartida,nédo
se observou o aumento de citocinas do Lavado Bronco Alveolar (LBA) e também dos
niveis de eosindéfilos. Essa administragdo exégena de Leptina resultou no aumento de
IgE. Nos camundongos ndo obesos a administracdo de Leptina resulta em
concentracdes séricas igualmente observadas em camundongos obesos, onde ha o
aumento das respostas inflamatoérias quando h4 a exposi¢cdo a um agente alergénico.
Atribui-se estes resultados pertinentes a inflamacao pela a ativagao de receptores do
tipo Toll Like (66-68).

7

A Resistina é considerada uma adipocina proé-inflamatéria, e tem essa
denominag&o em decorréncia da sua capacidade no desenvolvimento da resisténcia
a insulina e concomitantemente ao desenvolvimento de Diabetes do tipo Il. A Resistina
também possui efeitos na angiogénese, na proliferacdo de células musculares lisas,

e gque invariavelmente sdo processos pertinentes no desenvolvimento da asma(69).

A Diretriz Americana de Atividade Fisica, recomenda que 150 minutos de
atividade fisica moderada por semana ou 75 minutos de atividade fisica de intensidade
vigorosa por semana é capaz de melhorar as capacidades cardiometabdlicas e
consequentemente diminuir 0s riscos e a prevaléncia de doencas associadas a

dislipidemia, hipertensao e resisténcia a insulina (71).

A pratica da atividade fisica aerobica dependendo da intensidade é considerada
o gatilho mais comum para o broncoespasmo em pacientes asmaticos (72).

Entretanto, o exercicio aerébio de intensidade baixa diminuiu o broncoespamo
de um modelo experimental de asma utilizando ratos desafiados com ovoalbumina, e
ainda aumentou a capacidade fisica deste modelo com o treinamento fisico aerdbio
cronico. Onde houveram altera¢des benéficas tanto morfoldégicas quanto endocrinas
(72).

A intensidade moderada do treinamento aerébio (TA) € capaz de regular e
normalizar os padrbes de células Th no tecido pulmonar de asmaticos. E sugerido
que este tipo de exercicio age via a dessensibilizacdo de receptores "Holming
pulmonares Th2" especificos de quimiocinas. Logo, o TA de intensidade moderada
pode influir sobre as respostas celulares o que resultaria em um aumento da fungao

pulmonar (73)



OTA reduz o remodelamento vascular induzido por ovalbumina quando
avaliado pela espessura do musculo liso, colageno e teores de fibra elastica. Logo, ha
achados que evidenciam os beneficios extensivos do TA para a diminuicdo da
inflamacdo pulmonar alérgica cronica, achados estes que corroboram para a
diminuicao da dispnéia e broncoespasmo induzido pelo exercicio, além da melhora da
capacidade aerobica e da qualidade de vida (74,75). Um programa de treinamento
fisico aerobio de intensidade moderada pode melhorar o controle asmatico em
individuos adultos (75). O TA melhora a mecéanica respiratéria reduzindo a resposta
imunologica Th2. Tais efeitos aparentemente ocorrem em decorréncia da diminuicao

dos niveis de NF-kB e pelo aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatorias (74,75).

O TA é capaz de modular a resposta epitelial em um modelo experimental de
asma, diminuindo os niveis de diversas citocinas pro-inflamatorias e agentes pro-

fibroticos, onde ha o aumento dos niveis da IL 10(74).

Embasado no levantamento dos dados presentes na literatura e na relevancia
do assunto visando o enriquecimento cientifico afim de promover novas afirmativas e
hipéteses, € de extrema importancia e necessidade a investigacdo dos efeitos do
treinamento fisico aerébio como tratamento terapéutico em um modelo experimental

de obesidade e doenca alérgica inflamatoria cronica.

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos do treinamento fisico aerébio como forma de tratamento

terapéutico em um modelo experimental de asma obeso.
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2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade moderada sobre
a inflamacgé&o, remodelamento e reatividade pulmonar em um modelo experimental de
inflamacéo alérgica crénica em camundongos obesos. Mensurando os efeitos da
terapéutica proposta sobre os niveis das citocinas Thl, Th2 e Th17 nos pulmdes e na

circulacao sistémica.

3 Materiais e métodos

3.1 Animais e grupos experimentais

Os animais foram obtidos do biotério central da Universidade Nove de Julho
(UNINOVE). E mantidos em condicbes controladas de umidade (50%-60%),
luminosidade (12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C) no biotério de

experimentacdo da UNINOVE.

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em cinco grupos
experimentais (n = 6): Controle (C - grupo ndo obeso, ndo sensibilizado e nao
treinado),Controle Obeso (CO — grupo obeso, ndo sensibilizado e nao treinado),
Exercicio + Obeso (EO — grupo obeso, ndo sensibilizado e submetido ao treinamento),
HDM + Obeso (HDMO - grupo sensibilizado com HDM, obeso e néo treinado),
Exercicio + HDM + Obeso (EHO - grupo treinado, sensibilizado com HDM e obeso),
e adicionalmente houve a necessidade de um grupo HDM (grupo apenas sensibilizado

com HDM), sendo que apenas alguns parametros foram analisados.

Foram utilizados 40 Camundongos C57BI/6, machos, com 7 semanas de idade,

pesando aproximadamente 18-22 gramas.

3.2Modelo experimental de obesidade

Os animais foram submetidos a uma dieta hiperlipidica durante todo o periodo
do estudo, que foi de 18 semanas. Sendo que as 10 semanas iniciais foram
necessarias para o ganho de massa corporal e inducdo da obesidade. Somente a
partir da 11a semana os animais foramsubmetidos ao protocolo de administragéo do

“House Dust Mite” (HDM) ou Acaro de Poeira Doméstica, afim de mimetizar a doenca
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a ser pesquisada, apés 3 administracdes de HDM (1X/semana) ocorreu o inicio do
protocolo de exercicio. A dieta hiperlipidica utilizada consistiu em uma racdo com
composicdo rica em gorduras (55%), cedida pelo Laboratério de Pesquisa em
Obesidade e Diabetes da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, coordenado

pelo Prof. Dr. Mario José Abdalla Saad.

3.3 Modelo experimental de "asma" - inflamacdo pulmonar alérgica crdnica
usando House Dust Mite (HDM)

No presente estudo foi utilizado um modelo de administragéo intra-traqueal de
HDM, no qual a sensibilizacéo ocorreu diretamente através do contato com a mucosa
brénquica, tornando-se um modelo mais fidedigno a patogénese da asma (77,78).
Para isso, primeiramente, 0s animais precisaram ser anestesiados com ketamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e entdo 100 mg do extrato de Dermatophagoides
pteronyssinus (Greer Laboratories, Lenoir, NC) foram dissolvidos em 50 ul de PBS e
administrados por via intra-traqueal nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49. Ressaltando
gue o primeiro dia da administracdo de HDM ocorreu apés a inducao da obesidade
dos animais e que 0s grupos experimentais obesos receberam a dieta hiperlipidica
até o ultimo dia do protocolo experimental.

3.4Treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada como intervencéao
terapéutica (treinamento iniciando ap0s o estabelecimento da obesidade e da
inflamacgé&o pulmonar alérgica cronica)

Os animais foram adaptados em esteira ergométrica para camundongos
(Imbramed, RS, Brasil) durante 3 dias (0,5km/h) por 15 minutos (79-81). No dia
seguinte foram submetidos ao teste de esfor¢co conforme previamente descrito (79-
81). O teste de esforco foi repetido ao final do protocolo para avaliar quanto os animais
melhoraram ou ndo o condicionamento fisico (79-81). Os animais foram treinados a

uma intensidade moderada, correspondendo a 60% da méxima velocidade alcancada
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no teste de esforco (81). O treinamento de intensidade moderada foi realizado durante

5 semanas, 5 vezes por semana, 1 hora por sessao de treinamento (79-81).

Para o protocolo de HDM, o treinamento aerobio iniciou no dia 17 do protocolo,
uma vez que conforme ja demonstrado, no dia 17 (ap0s as trés administracdes iniciais
de HDM), os animais ja apresentam inflamacdo, remodelamento e

hiperresponsividade das vias aéreas (82,83).

Os experimentos foram realizados 24 horas apos o ultimo desafio com alérgeno
(HDM) e o teste fisico final, e ap0s anestesia dos animais com ketamina (100mg/kg)

e xilazina (10mg/kg).

3.5 Avaliacéo da inflamagéo pulmonar no lavado broncoalveolar (LBA)

ApOs anestesia e tragueotomia, os animais foram canulados e os pulmdes
foram lavados3 x 0,5 mL de PBS (total 1,5 mL de PBS). O volume do lavado
recuperado foi centrifugado a 12 G, a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi
armazenado a -70°C para posterior analise das citocinas por meio de ELISA. O botao
celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS e a determinacdo do numero de células
totais no LBA foi realizada por meio de contagem na Camara de Neubauer (79-81,84).
Aliguotas do material ressuspendido foram utilizadas para preparacéao de laminas de
cytospin as quais foram coradas utilizando o Kit Instant Prov, seguindo as
recomendacdes do fabricante (onde 300 células foram contadas para a determinacao
da contagem diferencial) no microscopio de fluorescéncia da marca OLYMPUS,
utilizando um aumento de 40x. (79-81,84).

3.6 Avaliacéo dos niveis de citocinas no LBA e no soro por ELISA

Foram avaliados os niveis de IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-23,
TNF-alfa, Adiponectina, Leptina e Resistina no LBA e no soro. Foram avaliados
através dos kits ELISPOT da BD Bioscience e/ou da R&D Systems, conforme

instrucdo das companhias.
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3.7Avaliacdo da inflamacdo e remodelamento das vias aéreas através da
histologia

Com o intuito de avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébio sobre a
densidade de eosindfilos, neutrofilos, linfocitos e macréfagos no espaco peribrénquico
e sobre a proporcdo de volume de fibras colagenas na parede das vias aéreas, 0
pulmao esquerdo foi coletado e fixado em paraformoldeido por 24 horas. Os cortes de
4um foram realizados e as laminas coradas com HE para deteccéo dos eosinofilos,
neutrofilos, linfécitos e macrofagos e com Picrossirius para deteccédo das fibras de
colageno (79, 81). Foi elaborada também a coloracdo com Resorcina Fucsina com
Oxidacéo, para a avaliacéo de fibras elasticas. A analise quantitativa da densidade de
eosindofilos, linfocitos e macrofagos peribronquicos e da proporcédo de volume de fibras
de colageno na parede das vias aéreas foi realizada através da técnica morfométrica

conforme previamente descrito (79-81).

3.8 Avaliagéo da reatividade pulmonar

Para a avaliacéo da atividade brénquica, foi utilizado o sistema Buxco, onde 0s
resultados sao fornecidos via o indice Penh (indice de reatividade brénquica), que leva
em conta o tempo inspiratorio e expiratério, conforme previamente descrito (85). O
sistema necessita do fornecimento de doses seriadas de Metacolina, nas
concentracbes de 6,25;12,5;25;50. Onde, 0s animais permaneceram contidos em

“boxes” e submetidos a inalacdo desta substancia (85).

3.9 Avaliacéo da glicémica
Afim de obter dados referentes aos efeitos do protocolo de obesidade sobre
possiveis alteracdes glicémicas no modelo experimental proposto, foram coletadas

amostras sanguineas da porcéo distal da cauda dos animais. Onde a obtencdo dos
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valores numeéricos correspondentes foi feita via a leitura em glicosimetro digital (ACCU
— CHEK Active, Roche). As amostras foram coletadas em dois momentos, sendo um
no inicio e outro no término do experimento, o primeiro ocorreu no momento da

aquisicdo dos animais, e este segundo foi antes da eutanésia dos animais.

3.10 Analise 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 comparacéo entre os grupos. Os
dados com distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA
on Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparagao entre os grupos. Os niveis
de significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os gréficos foram elaborados
utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (California, EUA).

4 Resultados

Os cinquenta camundongos de linhagem C57/BL6 foram divididos em cinco
grupos experimentais. Sendo quatro destes grupos foram submetidos a uma dieta
hiperlipidica, onde foi necessario um periodo para a promoc¢do do ganho de massa

corporal correspondente a 10 semanas iniciais.
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Figura 1 -Massa corporal Inicial dos grupos experimentais.Valores expressos como

médias e desvio padrao.

A massa corporal de todos os grupos foi mensurada com intervalos de quatro
semanas a partir do inicio do experimento até o dia da eutanasia. Os animais foram
pesados sobre as mesmas condi¢cdes, e com 0 mesmo equipamento durante a

pesquisa.

O protocolo para o0 aumento de massa corporal dos grupos obesos via a oferta
de uma dieta hiperlipidica, foi capaz de promover diferencas estatisticamente
significantes dos grupos obesos quando comparado com o grupo C (p<0,001)
nasquatro semanas iniciais do experimento (Figura 2). Os mesmos resultados se

replicaram durante a terceira afericdo da massa corporal dos animais (Figura 3).
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Figura 2 -Segunda pesagem,massa corporal mensurada dos grupos experimentais.
Valores expressos como médias e desvio padrdo. Diferencas estatisticamente
significantes (p<0,001) do grupo C comparado com os demais. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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Figura 3 -Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
massa corporal dos grupos experimentais. Terceira pesagem, massa corporal
mensurada dos grupos experimentais. Valores expressos como meédias e desvio
padrdo. Diferencas estatisticamente significantes (p<0,001) do grupo C comparado

com os demais. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001.

Na quarta pesagem o0s grupos submetidos ao protocolo de obesidade
mantiveram as diferencas quando comparados ao grupo C (p<0,001). Entretanto, o
grupo CO apresentou valor de massa corporal superior quando comparado com 0
grupo HDMO (p<0,05) e com o grupo EHO (p<0,01) (Figura 4). Nao foi possivel
mensurar 0 consumo calorico diario de cada grupo e tampouco o consumo de cada
animal. Mas a oferta de alimento para os camundongos foi feita de maneira livre, ou

seja, 0s animais possuiam uma farta disposicao de racao.
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Figura 4 -Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
massa corporal dos grupos experimentais. Quarta pesagem, massa corporal
mensurada dos grupos experimentais. Valores expressos como meédias e desvio
padrdo. Diferencas estatisticamente significantes (p<0,001) do grupo C comparado
com os demais, e do grupo CO comparado com HDM (p<0,05) e EHO (p<0,01).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

No ultimo registro referente a massa corporal feito imediatamente antes da
eutanasia e sobre as mesmas condi¢des das demais pesagens, foi possivel constatar
que o grupo C apresentou menor massa corporal quando comparado com 0s outros
grupos (p<0,001). © mesmo foi observado no grupo EHO quando comparado com o
CO (p<0,01).
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Figura 5 -Efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
massa corporal dos grupos experimentais. Quinta pesagem, massa corporal
mensurada dos grupos experimentais. Valores expressos como meédias e desvio
padrdo. Diferencas estatisticamente significantes do grupo C (p<0,001) comparado
com os demais, e do grupo CO quando comparado com HDM (p<0,05) e EHO
(p<0,01). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Afim de obter dados referentes aos efeitos do protocolo de obesidade sobre
possiveis alteracdes glicémicas no modelo experimental proposto, foram coletadas
amostras sanguineas da porcéo distal da cauda dos animais. A obtenc&o dos valores
numericos correspondentes foi feita via a leitura em glicosimetro digital (ACCU —
CHEK Active, Roche). As amostras foram coletadas em dois momentos, sendo um no
inicio e outro no término do experimento, este segundo ocorreu antes da eutanasia
dos animais. Vale ressaltar que ambas foram feitas sobre as mesmas condi¢des, e

em momentos antes da primeira e da ultima pesagem.
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Os valores glicémicos foram comparados entre 0S grupos experimentais, e
também no momento inicial e final.As primeiras amostras para analise da glicose néo

revelaram diferencas entre os grupos (Figura 6).
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Figura 6 —Dextro inicial. Analise glicémica dos grupos experimentais ho momento
inicial do experimento. Valores expressos como meédias e desvio padrdo. Sem

diferencas entre 0s grupos experimentais.

Nos dados obtidos na dltima coleta, foram constatados resultados
estatisticamente significantes entre os grupos. O grupo C apresentou valores
reduzidos quando comparado ao grupo CO (p<0,01) e HDM (p<0,05). O grupo CO
esteve com glicemia aumentada em relacdo ao EO (p<0,01), HDM (p<0,001) e EHO
(p<0,01). O grupo EO apresentou alteragcbes quando comparado ao grupo HDMO
(p<0,05). E por fim, o grupo EHO demonstrou maiores valores comparados ao HDM
(p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7 —Dextro final.Analise glicémica dos grupos experimentais no momento final
do experimento. Grupo C, menores valores quando comparado ao CO (**p<0,01) e
HDM (***p<0,05). Diferencas entre o grupo CO comparado ao EO (#p<0,01), HDM
(#p<0,001) e EHO (#p<0,01). Valores reduzidos do grupo HDMO comparado a EO
(*p<0,05) e EHO (*p<0,05). Valores expressos como médias e desvio padrao. Sem

diferencas entre 0s grupos experimentais.

A fim de fazer um comparativo entre a glicemia antes e depois do experimento,
foi elaborado um grafico com ambos os dados agrupados e divididos por grupos. Os
resultados afirmam que na segunda coleta os valores ficaram aumentados nos grupos
CO (p<0,001) e EO (p<0,01) em comparacdo com a primeira. J& 0 mesmo n&o ocorreu
com o grupo HDMO, que demonstrou menores valores na segunda amostra coletada
(p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8 —Dextro Comparativo.Dados referentes a glicemia inicial e final. Valores
expressos como médias e desvio padrdo. Diferencas estatisticamente significantes
entre o inicio e o término do experimento nos grupos CO (p<0,001), EO (p<0,01), e
HDM (p<0,05). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Uma das avaliacbes feitas para a inflamacdo pulmonar foi feita via a
quantificacdo de células totais (Figura 9) e diferenciais (Figuras 10, 11, 12 e 13) no
lavado Bronco Alveolar (LBA). O protocolo de inflamacao pulmonar proposto, bem
como treinamento fisico de intensidade moderada foi capaz de influir sobre o nimero
total de células e eosindfilos (Figuras 9 e 10). Entretanto, n&o foi possivel constatar
alteracdes em relagédo a quantidade de neutrofilos, linfocitos e macrofagos (Figuras
11,12 e 13).
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A avaliacdo de células totais do Lavado Bronco Alveolar (LBA) revelou que o

grupo HDMO apresentou maior quantidade de células totais quando comparado aos
grupos C (p<0,05) e EO (p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9 —Células Totais no LBA.Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébio

de intensidade moderada, inflamacédo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobre os

valores de células totais do LBA, em valores absolutos. Valores expressos como

médias e desvio padrao. *p<0,05.

Na avaliagdo da presenca de Eosindfilos do LBA o grupo HDMO apresentou

diferencas em relacdo ao grupo C (p<0,05). O valor de Eosinéfilos do grupo HDMO

esteve diferenciado em comparacédo com o grupo CO (p<0,01). Os animais do grupo

HDMO obtiveram resultados alterados em relagédo ao EO (p<0,01). O grupo HDMO

também apresentou diferengas em confronto com os dados do grupo EHO (p<0,01)

(Figura 10).
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Figura 10 — Eosindfilos no LBA. Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébio
de intensidade moderada, inflamacéo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobre os
valores de eosindfilos no LBA, em valores absolutos. Valores expressos como médias
e desvio padrao. ***p<0,001 do grupo HDMOO comparado com os demais grupos;

***n<0,001 do grupo HDMO comparado com os demais grupos.

Os protocolos propostos para o aumento de massa corporal, treinamento
aerobio de intensidade moderada e de inflamacdo pulmonar alérgica crénica, nao
foram capazes de influir sobre a quantidade de neutréfilos no LBA. Nao foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes no comparativo entre 0s grupos

nos valores referentes a presenca de neutrofilos no LBA (Figura 11).
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Figura 11 — Neutréfilos no LBA. Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode
intensidade moderada, inflamacdo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos
valores de neutréfilos no LBA, em valores absolutos. Valores expressos como médias
e desvio padrdo. *p<0,05 em comparacdo do grupo C versus CO, EHO e HDM;
*p<0,05 em comparacédo do grupo CO versus C, EO e HDMO; **p<0,01 do grupo CO
versus EO e HDMO; *P<0,05 do grupo EHO versus CO; p<0,05 do grupo HDMO
versus CO; ***p<0,001 do grupo EHO versus C, CO, EO e HDMO; ***p<0,001 do
grupo HDMO versus C, CO, EO e HDMO.

Através da andlise proposta para a obtengéo de dados relevantes a quantidade
de células diferenciais no LBA, foi possivel constatar que os protocolos utilizados
durante o experimento em fungcéo de responder os questionamentos e alcancar 0s
objetivos visados, nao influiram também sobre a quantidade de linfécitos no LBA.
Dessa forma, nédo foi possivel obter diferencas estatisticamente significantes entre os

grupos experimentais na avaliacéo de linfocitos no LBA (Figura 12).

Ainda se tratando da avaliacdo da inflamacdo pulmonar alérgica cronica e da

possivel influéncia que a obesidade pode ter no agravamento ou desenvolvimento
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deste quadro, além da utilizacdo do exercicio fisico de intensidade moderada a ser
utiizado como forma terapéutica para o tratamento das patologias discutidas.
Observamos que a quantidade de macréfagos no LBA néo se diferenciou em nenhum

dos grupos experimentais pesquisados (Figura 13).
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Figura 12 — Linfocitos no LBA. Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode
intensidade moderada, inflamacao pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos
valores de linfécitos no LBA, em valores absolutos. Valores expressos como médias
e desvio padrdo. ***p<0,001 do grupo C versus os grupos CO, EO e HDMO; **p<0,01
do grupo EHO versus HDMO; *p<0,05 do grupo EHO versus os grupos EO e CO;
***n<0,001 do grupo HDMO versus os grupos CO, EO e HDMO.
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Figura 13 — Macrofagos no LBA. Efeitos dos protocolos de treinamento fisico

aerobiode intensidade moderada, inflamac&o pulmonar alérgica cronica e obesidade

sobreos valores de macréfagos no LBA, em valores absolutos. Valores expressos

como médias e desvio padrao. *p<0,05 do grupo HDMOO versus 0s demais grupos.
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O protocolo de inflamacéo alérgica cronica foi capaz de aumentar a quantidade
de células totais no sangue do grupo HDMO quando comparado aos grupos CO
(p<0,05) e EHO (p<0,05). O treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada foi
capaz de manter o grupo EHO com os valores de células sanguineas totais
semelhantes aos grupos C, CO e EO (Figura 14). A quantidade de eosinofilos no
sangue do grupo HDMO esteve aumentada quando comparada aos demais (p<0,001)
(Figura 15). Em relagdo ao comparativo dos outros grupos, néo foi possivel constatar
resultados com relevancia estatisticamente significante.Na contagem diferencial de
células sanguineas néo foi possivel obter resultados com diferencas significativas em
relacdo aos neutréfilos, e macrofagos (Figura 16 e 17). Em contrapartida o grupo
HDMO apresentou menores valores de linfécitos em relacdo ao grupo C e EHO
(p<0,001) e também no comparativo entre o grupo CO e EO (p<0,01) (Figura 18).
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Figura 14 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerobiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
células totais no sangue, em valores absolutos. Valores expressos como médias e

desvio padréo. *p<0,05 do grupo em compara¢cdo com o grupo HDMO; *p<0,05 do
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grupo CO versus HDMO; ***p<0,001 do grupo CO versus HDM; *p<0,05 do grupo
HDMOO versus os grupos EHO e HDM.

O protocolo proposto para a promoc¢ao da inflamacao alérgica cronica, foi capaz
de promover um aumento expressivo na quantidade de eosinofilos avaliada no sangue
do grupo HDMO em comparacdo com 0s outros grupos. Logo, observa-se que 0s
eosindfilos no sangue estiveram aumentados no grupo HDMO em relacdo aos grupos
C, CO, EO e EHO (Figura 15).
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Figura 15 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacéo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
eosinofilos no sangue, em valores absolutos. Valores expressos como medias e
desvio padrédo. ***p<0,001 do grupo HDMOO versus os grupos C, CO, EO e EHO;
p<0,01 do grupo HDMOO versus HDM; *p<0,05 do grupo EHO versus HDM; **p<0,01
do grupo HDMO versus os grupos C, CO e EO.
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Os protocolos de treinamento fisico de intensidade moderada, inflamacéo
pulmonar alérgica cronica e obesidade ndo foram capazes de influir sobre a

quantidade de neutréfilos no sangue em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 16 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de
neutréfilos no sangue, em valores absolutos. Valores expressos como médias e

desvio padréo. Nao foram observadas diferengas entre 0s grupos

E possivel observar que os valores de linfécitos no sangue estiveram menores
no grupo HDMO em relacdo ao grupo C (p<0,001) e no grupo EHO (p<0,001).

Adicionalmente o grupo HDMO também apresentou valores reduzidos em relacéo ao
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grupo CO (p<0,01) e ao EO (p<0,01). Em relac&o aos demais grupos nao foi possivel

obter resultados que diferissem entre os grupos (Figura 17).
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Figura 17 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de
neutréfilos no sangue, em valores absolutos. Valores expressos como meédias e
desvio padrao. ***p<0,001grupo HDMOO versus os grupos C e EO; ***p<0,001 do
grupo HDMO versus C e EO; **p<0,01 do grupo HDMOO versus CO e EHO; **p<0,01
do grupo HDMO em comparac¢ao com os grupos CO e EHO.

Os protocolos de treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada,
obesidade e inflamacg&o pulmonar alérgica crénica ndo foram capazes de provocar
diferenciacdes na quantidade de macréfagos no sangue entre os grupos estudados
(Figura 18).
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Figura 18 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade

moderada, inflamacdo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de

macrofagos no sangue, em valores absolutos. Valores expressos como médias e

desvio padréo. Nao foram observadas diferengas entre 0s grupos.

O treinamento fisico aerébio de intensidade moderada nado foi capaz de

modificar os valores de IL 1ra na avaliacdo do LBA. Essa constatacao é feita uma vez

que, ndo houve alteracbes estatisticamente significativas em nenhum dos grupos,

mesmo ao se comparar 0s grupos treinados com os grupos C e CO (Figura 19).
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Figura 19 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
1ra no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. N&o foi
possivel observar diferengas entre 0s grupos.

O protocolo de inflamacao pulmonar alérgica crénica em conjunto com o de
obesidade, foi capaz de promover um aumento significativo no valor de IL 4 no LBA
do grupo HDMO em comparagdo com o grupo C (p<0,05). Entretanto, ndo foram
observados resultados significativos no comparativo do grupo HDMO com os demais
grupos submetidos ao protocolo de obesidade (Figura 20). Se tratando ainda do grupo
submetido aos protocolos tanto de obesidade quanto de inflamagcdo pulmonar, &
possivel verificar que na avaliacdo da IL 5 no LBA via ELISA, foi constatado que o
grupo HDMO obteve aumento desta citocina em compara¢cdo com 0S outros grupos

experimentais pesquisados (p<0,001) (Figura 21).



34

Para a compreenséo da devida relevancia dos dados apresentados na presente
pesquisa, € de suma importancia que se ressalte que embora o grupo EHO néo tenha
apresentado valores menores de IL 4 quando comparado ao grupo HDMO (Figura 20),
0 mesmo nao ocorre para os dados referentes a IL 5. Uma vez que o grupo EHO tenha
resultados menores estatisticamente significantes quando confrontado com o grupo
HDMO (p<0,001) (Figura 21).
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Figura 20 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacé&o pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de IL 4
no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padréao. ***p<0,001 do

grupo HDMOO em comparag¢ao com os demais grupos.
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Figura 21 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacé&o pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de IL 5
no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrédo. ***p<0,001 do
grupo HDMOO em comparagéao com os grupos EHO, EO, CO e C. **p<0,01 do grupo
HDMO versus os grupos C, CO, EO, HDMO e EHO.
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Os protocolos de obesidade, inflamacéo pulmonar alérgica crénica e tampouco
do treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada ndo foram capazes influir
sobre os niveis de IL 6 no LBA dos grupos experimentais, conforme avaliado via ELISA
(Figura 22).
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Figura 22 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamac¢ao pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL 6
no LBA, em pg/mL. Valores expressos como medias e desvio padrdo. Ndo foram

observadas diferencas entre 0s grupos experimentais.

E possivel verificar que os grupos submetidos ao treinamento fisico aerébio de
intensidade moderada possuiram valores maiores e estatisticamente significantes de
IL 10 em comparacao com os demais grupos. O grupo EO possuiu maiores valores
quando comparado ao grupo C (p<0,01). Ainda se tratando do grupo EO, este também
teve maior quantidade de IL 10 em comparacdo com o0s grupos CO(p<0,05) e

HDM(p<0,05) (Figura 23). Ja o grupo EHO possuiu valores maiores em comparagéo
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com os grupos HDM (p<0,01), CO (p<0,01) e C (p<0,01). J4 os demais grupos nao
obtiveram diferencas estatisticamente relevantes no comparativo entre si, mesmo se

tratando dos valores do grupo HDMO.
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Figura 23 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
10 no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao. ***p<0,001
do grupo EO em comparagéo com os grupos C, CO, HDMO e HDM; **p<0,01 do grupo
EHO versus os grupos C, CO, HDMO e HDM.
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Os protocolos propostos para 0 aumento de massa corporal, treinamento
aerobio de intensidade moderada e de inflamacdo pulmonar alérgica crénica, nao
foram capazes de influir sobre a quantidade IL 13 no LBA. Dessa forma, nao foi
possivel constatar diferencas estatisticamente significantes no comparativo entre os

grupos nos valores referentes a esta citocina no LBA (Figura 24).
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Figura 24 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
13 no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padréo. ***p<0,001
no grupo HDMOO versus os grupos C e EHO; **p<0,001 no grupo HDMO versus 0s
grupos C e EHO; #p<0,01 do grupo HDMOO em comparag¢do com os grupos CO e
EO; #p<0,01 do grupo HDMO versus os grupos CO e EO.

O protocolo de inflamac¢do pulmonar alérgica cronica em conjunto com o de
promocdo ao aumento de massa corporal objetivando caracterizar um quadro de

obesidade, pode promover o aumento de IL 17 no LBA em comparagao com o0 grupo
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C (p<0,001), ao grupo CO (p<0,05), e aos grupos EO e EHO (p<0,01). Entretanto, o
grupo EHO que também foi submetido aos mesmos protocolos do HDM e
adicionalmente ao de treinamento fisico aerébio de intensidade moderada como forma
terapéutica objetivando influir sobre os aspectos inflamatdrios que permeiam os
assuntos estudados, nao foi possivel observar diferencas estatisticamente

significativas quando em comparacao com os grupos C, CO e EO (Figura 25).

Através da avaliacdo da IL 23 no LBA foi possivel constatar que o grupo C
obteve resultados menores em relacéo ao grupo CO (p<0,05), bem como quando em
comparacao com o grupo HDMO (p<0,01). Entretanto, todos os grupos submetidos
ao protocolo para a promocdo do aumento da massa corporal ndo obtiveram
resultados estatisticamente significantes quando comparados entre si. Mas vale a
ressalva de que apenas 0s grupos submetidos ao treinamento fisico aerébio de
intensidade moderada, obtiveram resultados de IL 23 no LBA sem diferenca com o

grupo C (Figura 26)
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Figura 25 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
17 no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. ***p<0,001
do grupo HDMOO versus 0s demais grupos.
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Figura 26 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacéo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
23 no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrédo. ***p<0,001
no grupo HDMOO comparado com o grupo C; **p<0,01 no grupo HDMOO comparado
com os grupos CO, EO e EHO; **p<0,01 no grupo HDMO versus os grupos CO, EO
e EHO; *p<0,05 no grupo HDMO versus HDMO.

Na avaliacao do TNFa no LBA foi possivel constatar que o grupo C obteve
resultado menor estatisticamente significante em comparagdo com o grupo HDMO
(p<0,05), porém o0 mesmo néo ocorreu ao comparar este grupo com os demais. O
grupo CO também obteve resultado menor comprovado estatisticamente em
comparagdo com o grupo HDMO (p<0,01). O grupo EO apresentou resultados
menores de TNFa em relagdo ao grupo HDMO (p<0,01). O grupo EHO também
apresentou valores estatisticamente significantes e menores quando confrontado com

os resultados do HDM (p<0,01). Subtraindo o grupo HDMO, os demais grupos nao
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apresentaram diferencas significantes nos valores apresentados e comparados entre
si (Figura 27).
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Figura 27 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de
TNFa no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padréo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001

O protocolo de aumento da massa corporal objetivando caracterizar um modelo
experimental de obesidade, bem como os demais protocolos propostos de
treinamento fisico aerobio de intensidade moderada e o de inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica ndo foram capazes de promover variacdes das adipocinas, tanto a
anti-inflamatoria Adiponectina, quanto as pro-inflamatorias Leptina e Resistina
avaliadas no LBA. Os dados referentes a Adiponectina séo ilustrados na Figura 28, ja
os resultados da Leptina e Resistina no LBA demonstrados na Figura 29 e 30,

respectivamente.
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Figura 28 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
adiponectina no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Figura 29 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
leptina no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001
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Figura 30 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
resistina no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Adicionalmente ao projeto proposto, foram avaliados também as citocinas
CXCL1/KC e também a IL 18 no LBA e também no Soro.

Foi observado que no modelo de inflamacdo pulmonar alérgica crénica em
adicdo ao modelo aumento de massa corporal foi capaz de promover um aumento
nos niveis da citocina CXCL1/KC, uma vez que estesestiveram aumentados quando
comparados com 0s demais grupos experimentais propostos. Tal resultado é
embasado por valores que demonstram serem maiores do grupo HDMO em relagéo
aos outros grupos, assumindo uma diferenca estatisticamente significante de p<0,001,

conforme demonstrado na Figura 31.

Os mesmos modelos de inflamag&o pulmonar e de obesidade foram capazes

de aumentar os niveis da citocina IL 1 no LBA no grupo HDMO em comparac¢éo com



46

0s grupos C e EO (p<0,001). Também foi possivel observar que a IL 1Besteve

diminuida no grupo EHO quando comparada com o grupo HDMO (p<0,01) (Figura 32)
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Figura 31 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
CXCL1/KC no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padréo.
***n<0,001 no grupo HDMOO em comparacdo com os demais grupos.***p<0,001 no

grupo HDMO versus os demais grupos.
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Figura 32 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
18 no LBA, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. **p<0,01 o
grupo CO versus os grupos C, EO e EHO; ***p<0,001 no grupo HDMOO em
comparagcdo com os grupos C, EO e EHO; **p<0,01 no grupo HDMOO em
comparagao com o grupo CO; **p<0,001 no grupo HDMO em compara¢do com 0s
grupos C, EO e EHO.

Afim de obter dados referentes a inflamacdo sistémica provocada pelos
protocolos experimentais propostos, foram avaliadas citocinas no soro obtidas no

momento da eutanasia dos animais.

Nenhum dos grupos submetidos aos diferentes protocolos abordados, e nem
mesmo aos protocolos que ocorreram em concomitancia durante o projeto foi capaz

de influir sobre os niveis da IL 1lra. Dessa forma n&o houveram diferencias
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estatisticamente significantes desta citocina na comparacdo entre 0S Qrupos

investigados (Figura 33)
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Figura 33 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
1ra no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao. Nao foram

observadas diferencas entre 0os grupos.

N&o foi possivel observar diferencas entre os grupos experimentais em relacédo
0s niveis de IL4 no soro, ja que os resultados referentes aos valores obtidos nao

apresentaram significancia estatistica.

Os protocolos propostos de inflamacdo pulmonar, obesidade e treinamento
fisico de intensidade moderada foram capazes de alterar os niveis de IL 5 no soro dos
animais. Tal afirmativa € embasada pelo fato de o grupo C que nao foi submetido a

protocolo algum, possuir niveis diminuidos desta citocina quando comparado com 0s
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demais grupos pesquisados (p<0,001).0 grupo CO apresentou niveis de IL 5
diminuidas em comparacdo com o grupo HDMO. O grupo EO demonstrou baixas
quantidades de IL 5 quando comparada com o grupo HDMO (p<0,01). O grupo EO
também obteve valores inferiores de IL 5 em relagdo ao grupo HDMO (P<0,01).
Entretanto, vale ressaltar que possivelmente o protocolo de treinamento fisico aerdbio
de intensidade moderada pode ter promovido uma diminuicdo nos niveis desta
citocina, uma vez que o grupo EHO néo apresentou diferencas em relagéo ao grupo
EO(Figura 35).
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Figura 34 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerObiode intensidade
moderada, inflamacg&o pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL 4
no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001
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Figura 35 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacgao pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL 5
no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001

Via o protocolo de inflamacao pulmonar alérgica crénica em adicdo com o de
aumento de massa corporal, foi possivel constatar que o grupo submetido a estes
obteve grande diferenca de IL 6 no soro quando comparado com 0s demais grupos
experimentais. Dessa forma o grupo HDMO apresentou maiores niveis de IL 6

comparado com o0s outros grupos (p<0,001) (Figura 36).
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Figura 36 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacé&o pulmonar alérgica crénica e obesidade sobreos valores de IL 6
no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao. ***p<0,001 no
grupo HDMOO versus os demais grupos; *p<0,05 no grupo HDMOO em comparacéo
com o grupo HDMO; ***p<0,001 no grupo HDMO versus os demais grupos, exceto
HDMO.

Ao se tratar dos niveis de IL 10 no soro, o treinamento fisico aerobio de
intensidade moderada nao foi capaz de diferencas entre os grupos, bem como o
protocolo de inflamagéo pulmonar alérgica cronica e tampouco o de aumento da

massa corporal (Figura 37).
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Figura 37 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
10 no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. N&do foram
observadas diferencas entre 0os grupos.

Em relacdo a IL 13 foi possivel constatar que o grupo C apresentou menores
valores em relacéo ao grupo EO (p<0,05). Ainda se tratando do grupo C, este também
apresentou niveis reduzidos quando comparado com o grupo HDMO (p<0,001). O
submetido a dieta hiperlipidica apresentou menores valores em relagdo ao grupo
HDMO (p<0,001). O grupo EO também obteve valores diminuidos em relagédo ao
grupo HDMO (p>0,001). E por fim, também foi possivel observar diferencas entre os
dois grupos que foram submetidos ao mesmo protocolo de obesidade e de inflamacéao
pulmonar, mas o grupo EHO que teve como tratamento terapéutico o treinamento
fisico aerébio obteve menores niveis de IL 13 em relacdo ao grupo HDMO (p<0,01)
(Figura 38).
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Figura 38 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade

moderada, inflamacéo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL

13 no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao. ***p<0,001

no grupo HDMOO em comparagao com os grupos C e CO; **p<0,01 no grupo HDMOO

em comparacéo com os grupos EO, EHO e HDM.

As diferencas promovidas pelos diversos protocolos utilizados na presente

pesquisa foram capazes de influir sobre as IL 17 e 23 no LAB. Entretanto, 0 mesmo

nao ocorreu na avaliacdo destas mesmas citocinas no Soro. Os dados referentes aos

niveis destas interleucinas néo revela diferencas com comprovacao estatisticamente

significativa no confronto de dados entre os grupos experimentais estudados (Figura

39).
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Figura 39 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacéo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
17 no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padréo. Nao foram

observadas diferencas entre 0os grupos.
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Figura 40 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
23 no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. N&do foram

observadas diferengas entre 0s grupos experimentais.



56

Os protocolos de aumento de massa corporal, treinamento fisico aerobio de
intensidade moderada e inflamacdo pulmonar alérgica crbnica, uma vez que 0S
resultados ndo apontam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

pesquisados (Figura 41).

8-

(@p]
1

N
1

TNF oo no Soro
(pg/mil)

N
1

0' 1 I
C cO EO HDMO EHO HDM

Figura 41 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
TNFa no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001

Na presente pesquisa foi possivel observar que os dois grupos submetidos aos
protocolos de aumentos de massa corpora, e de inflamacéao pulmonar alérgica crénica
apresentaram diferencas nos niveis de adiponectina quando comparado com o0s
demais grupos. O grupo EHO apresentou menores niveis de adiponectina quando
comparado com o grupo EO (p<0,001). O grupo EHO também apresentou menores

valores de adiponectina quando comparado com o grupo CO (p<0,001). Ainda se
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tratando do grupo EHO, o mesmo também teve menores valores de adiponectina em
relacdo ao grupo C (p<0,001). O grupo HDMO apresentou menores valores de
adiponectina quando comparado com o grupo EO (p<0,001). Também foram obtidas
diferencas relativas a quantidade desta adipocina, quando comparado o grupo HDMO
com o CO (p<0,001). O grupo HDMO também apresentou diferencas estatisticamente
significativas, com menores valores de adiponectina quando comparado com 0 grupo
C (p<0,001). O grupo EO apresentou menores valores de adiponectina quando
comparado ao grupo C (p<0,01). Ainda se tratando do grupo EO, o mesmo também
apresentou menores niveis de adiponectina em comparacdo com o CO (p<0,05)
(Figura 42).
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Figura 42 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
adiponectina no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Em relacdo a leptina no sangue o0s seguintes comparativos foram
estabelecidos. Menores niveis de leptina do grupo C em relacdo ao grupo CO
(p<0,01). O grupo C também apresentou menores niveis de leptina em comparagéo
com o grupo HDMO (p<0,001) e EO (p<0,001). Os valores de leptina também
estiveram diminuidos do grupo C em comparacdo com o EHO (p<0,01). O grupo
HDMO também apresentou menores valores do que o grupo EO (p<0,05). O grupo
HDMO demonstrou maiores niveis de HDM em rela¢&o do que o EHO (p<0,05) (Figura
43).

Em relacdo a resistina no soro nao foram encontradas diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos (Figura 44).
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Figura 43 -Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacéo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
leptina no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padréo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001



59

8000~

6000+

2000+

Resistina no Soro
(pg/ml)
S~
(@»)
(@»)
<

O' | I
C CO EO HDMO EHO

Figura 44 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
resistina no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Em relacdo aos niveis de CXCL1/KC no soro obteve-se que o grupo HDMO
apresentou maiores valores com diferencas estatisticamente significativas em relacao
aos demais grupos. E ndo foram encontradas diferencas entre os demais grupos
(Figura 45).

Foram obtidas diferengas estatisticamente significativas de IL 13 no Soro entre
0s grupos. Como observado, o grupo CO apresentou maiores valores desta citocina
em relacdo a C (p<0,05). Obteve-se que o grupo CO teve maiores valores de IL 13 do
que o grupo EO (p<0,05). Ainda se tratando de IL 1B, o grupo C apresentou menores
valores desta citocina em relacdo ao grupo HDMO (p<0,01). O grupo HDMO

apresentou elevados niveis de IL 1B quando comparado com o grupo EO (p<0,01) e
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também em confronto com o grupo EHO (p<0,01). O treinamento fisico aerdbio de
intensidade moderada no grupo EHO, foi capaz de promover niveis de IL 1
semelhantes ao do grupo EO e C, uma vez que ndo foi possivel obter diferencas
estatisticamente significativas (Figura 46).
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Figura 45 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacdo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de
CXCL1/KC no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrao.
***p<0,001 no grupo HDMOO versus os grupos C, CO, EO e EHO; ***p<0,001 no
grupo HDMO em comparagédo com os grupos C, CO, EO e EHO.
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Figura 46 —Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerébiode intensidade
moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreos valores de IL
18 no Soro, em pg/mL. Valores expressos como médias e desvio padrdo. *p<0,05 no
grupo HDMOO em comparacédo com os grupos C, CO e EHO. **p<0,01 no grupo
HDMOO versus EO.
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Para a obtencéo de dados referentes a contagem de células diferenciais feitas

no espaco peribronquico, foi feita a analise de imagem (Figura 47)

Figura 1 - Laminas coradas com HE
Figura47 —Laminas de HE.A: Grupo C; B Grupo CO; C Grupo EO; D Grupo HDMOO;E
Grupo EHO; F Grupo HDMO.

Se tratando de eosindfilos, obteve-se que o grupo HDMO apresentou
diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos demais (p<0,001). Vale
ressaltar que o grupo EHO submetido aos protocolos de promoc¢do do aumento da
massa corporal, inflamacao pulmonar alérgica crénica, e treinamento fisico aerébio de
intensidade moderada ndo apresentou diferencas em relagéo ao grupo C, CO e EO
(Figura 48).

Nos neutréfilos avaliados no espaco peribronquinco avaliados via a analise de
imagem revelaram que o grupo HDMO apresentou diferencas estatisticamente

significativas em relacdo aos demais grupos (p<0,001). E que o grupo EHO também
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nao apresentou diferencas em relacdo aos demais, os resultados obtidos em relacéo

aos macrofagos foram semelhantes aos obtidos com os eosindfilos (Figura 49)
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Figura 48 - Eosinofilos no espaco peribrénquico. Efeitos dos protocolos de
treinamento fisico aerdbiode intensidade moderada, inflamacé&o pulmonar alérgica
cronica e obesidade sobreos valores de Eosinéfilos no Espaco Peribronquico, em
mm2, ***p<0,001 no grupo HDMOO em comparacdo com oS demais grupos;
***pn<0,001 no grupo EHO em comparacado com os demais grupos; p<0,001 no grupo

HDMO versus 0s demais grupos.
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Figura 49 -Neutréfilos no espaco peribronquico. Efeitos dos protocolos de
treinamento fisico aerdbiode intensidade moderada, inflamacgédo pulmonar alérgica
crbnica e obesidade sobreos valores de Neutrofilos no Espaco Peribrénquico, em
mm?Z. Valores expressos como médias e desvio padrao. ***p<0,001 no grupo HDMOO
em comparacao com 0s demais grupos; *p<0,05 no grupo HDMOO versus 0 grupo

HDMO; ***p<0,001 no grupo HDMO versus 0s demais grupos.

Em relacédo a contagem de linfécitos no espaco peribronquico, observa-se que
0 grupo que apresentou diferencas estatisticamente significantes em relagdo aos
demais foi o grupo CO. Os resultados apontam que o grupo CO esteve com valores
aumentados de linfécitos quando comparado aos grupos HDM (p<0,05) e EHO
(p<0,05) (Figura 50).
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Figura 50 —Linfécitos no espaco peribrénquico.Efeitos dos protocolos de treinamento
fisico aerdbiode intensidade moderada, inflamacédo pulmonar alérgica cronica e
obesidade sobreos valores de linfécitos no Espaco Peribrénquico, em mm?2. Valores
expressos como médias e desvio padréo. *p<0,05 no grupo CO em comparag¢ao com

0 grupo HDMOO,; p<0,05 no grupo CO versus o EHO.

Nos macroéfagos avaliados no espaco peribréonquico, constatou-se que o grupo
C apresentou numeros reduzidos quando comparado aos demais grupos (p<0,001).
O grupo CO demonstrou maior quantidade de macréfagos quando comparado com o
grupo EO (p<0,05) (Figura 51).
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Figura 51 —-Macréfagos no espaco peribronquico. Efeitos dos protocolos de
treinamento fisico aerdbiode intensidade moderada, inflamacé&o pulmonar alérgica
crbnica e obesidade sobreos valores de macrofagos no Espaco Peribronquico, em
mm?Z. Valores expressos como médias e desvio padréo. ***p<0,001 no grupo C em
comparagao com os grupos CO, EHO e HDM; **p<0,01 no grupo C em comparacéo
com o grupo HDMOO; *p<0,05 no grupo C em comparacéo com o grupo EO; #p<0,05
no grupo EO em comparacao com os grupos HDMO, EHO e HDM.
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Para a obtencao de dados referentes ao percentual da deposicéo de fibras de

colageno na parede das vias aéreas foi feita a analise de imagem em laminas coradas

com Picrossirius (Figura 52)

AL

oY

Figura 2 - Laminas coradas com Picrossirius

Figura 52 —Laminas coradas com Picrossirius.A: Grupo C; B Grupo CO; C Grupo EO;
D Grupo HDMOO; E Grupo EHO; F Grupo HDMO
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Para a obtencao de dados referentes ao percentual da deposicéo de fibras de
colageno na parede das vias aéreas foi feita a analise de imagem em laminas coradas

com Resorcina-Fuccina de Weigert com oxidagéo (Figura 53)

Figura 3 - Laminas coradas com RFO

Figura 53 —Laminas coradas com Resorcina-Fuccina de Weigert com oxidacdo A:
Grupo C; B Grupo CO; C Grupo EO; D Grupo HDMOO; E Grupo EHO; F Grupo HDMO

O grupo HDMO apresentou maior deposicdo de coldgeno no espaco
peribronquico do que os demais grupos (p<0,001). Ressaltando que nao foi possivel
constatar outras diferencas entre os demais grupos (Figura 54).
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Em relacdo ao percentual da deposicao de fibras elasticas nas paredes das
vias aéreas, obteve-se que o grupo HDMO apresentou maiores percentuais de fibras
elasticas em comparacdo com os demais grupos (p<0,001). Em contrapartida, os
outros grupos experimentais nao demonstraram diferencas estatisticamente
significativas quando comparados entre si, mesmo se tratando do grupo EHO (Figura
55).
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Figura 54 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamac&o pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreo percentual de
colageno nas vias aéreas. Valores expressos como meédias e desvio padréo.
***p<0,001 no grupo HDMOO em comparacdo com o0s grupos C, CO, EO e
EHO;***p<0,001 no grupo HDMO versus os grupos C, CO, EO e EHO.
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Figura 55 — Efeitos dos protocolos de treinamento fisico aerdbiode intensidade
moderada, inflamacé&o pulmonar alérgica cronica e obesidade sobreo percentual de
fibras elasticas nas vias aéreas. Valores expressos como médias e desvio padrao.
***p<0,001 no grupo HDMOO versus os grupos C, CO, EO e EHO; **p<0,001 no
grupo HDMO em comparacao com os grupos C, CO, EO e EHO.

A avaliagéo da reatividade bronquica foi feita via a utilizagcdo do equipamento
de pletismografia do sistema BUXCO, onde os valores sdo expressos via escala
PENH. O protocolo consistiu ha coleta de dados basais e em seguida com a inala¢éo
de uma solucéo salina (PBS), posteriormente doses crescentes de Metacolina (6,25
mg/mL; 12,5 mg/mL; 25 mg/mL; e 50 mg/mL)também foram fornecidas para a inalagéo

destes animais.

Em uma situagdo basal o grupo HDMOO demonstrou maior reatividade
brénquica em comparagdo com o grupo C e com o grupo EO, e os mesmos resultados

foram replicados durante a inalacdo de uma solucéo salina (PBS).
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Figura 56 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
reatividade broénquica. Valores expressos como médias e erro padrao. **p<0,01 no

grupo HDMO em comparagéo com os grupos C, EO e HDM.
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Figura 57 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
reatividade broénquica. Valores expressos como médias e erro padrao. *p<0,01 no

grupo HDMO versus os grupos C, EO e HDM.

Durante a terceira etapa do protocolo avaliativo que consistiu na inalagdo de
6,25 MCh mg/mL, o grupo HDMOO apresentou diferencas quando comparado com

os demais grupos.
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Figura 58 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada sobre a
reatividade brénquica. Valores expressos como médias e erro padrdo. ***p<0,001 no
grupo HDMO em comparacdo com os grupos C, CO, EO e HDM; **p<0,01 no grupo
HDMO versus o grupo EHO.

Embora que os resultados comparativos entre 0s grupos tenham se replicado
durante a inalacdo de Metacolina com uma concentracdo de 12,5 mg/mL. As
significancias das diferengcas ndo se mantiveram as mesmas em relagcdo aos
resultados anteriores.
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Figura 59 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada sobre a
reatividade brénquica. Valores expressos como médias e erro padrao. ***p<0,001 no

grupo HDMO em comparag¢édo com os demais.

O grupo HDMOO apresentou maiores valores na escala Penh em comparacao
com os demais grupos durante a etapa inalatéria com uma concentracao de 25mg/mL

de Metacolina.

Foi constatado que grupo HDMOO também apresentou diferencas quando
comparado aos demais com uma concentracdo de 50mg/mL. Entretanto, houveram
variacdes entre as significancias, sendo que p<0,01 do grupo HDMOO comparado
com C, EO e EHO. A diferen¢ca do grupo HDMOO em confronto com o grupo CO foi
de p<0,05.
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Figura 60 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada sobre a
reatividade brénquica. Valores expressos como meédias e erro padrédo. *p<0,05 no
grupo HDMO versus os grupos C, CO, EO e EHO; *p<0,05 no grupo HDM versus o0s
grupos C, CO, EO e EHO.
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Figura 61 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
reatividade broénquica. Valores expressos como médias e erro padrao. **p<0,01 no

grupo HDMO em relacéao aos grupos C,CO e EO.

O grupo HDMOO obteve maiores valores de reatividade bronquica,
correspondendo a uma inalacdo de 25mg/mL de metacolina. Ressaltasse que o grupo
EHO néo apresentou diferencas estatisticamente significativas quando comparado
aos grupos C, CO e EO. Dessa forma pode se especular sobre a eficiéncia do

treinamento fisico em relacdo a reatividade brénquica.

Em condicfes basais os animais do grupo HDMOO apresentaram alteracdes
gquando comparados ao grupo C (p<0,01) e EO (p<0,01). Quando submetidos a
inalagcdo de uma solugcdo salina o grupo HDMOO apresentou alteracbes na
comparagao com o grupo C (p<0,01) e EO (p<0,01). Os animais do grupo HDMOO
apresentaram alteracéo na escala Penh sobre a inalagao de 6,25 MCh mg/mL quando
comparado ao aos demais grupos (p<0,01). Quando submetidos a solucédo de 12,5
MCh mg/mL o grupo HDMOO manteve diferencas estatisticamente significantes em

relacéo aos outros grupos (p<0,05). Foram observadas diferencas do grupo HDMOO
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ao inalar a solucdo de 25 MCh mg/mL em comparacdo com o0s demais grupos
(p<0,05). Nos dados referentes a inalacdo de Metacolina sob a concentracao de 50
mg/mL foi possivel constatar que o grupo HDMOO se diferenciou dos demais
(p<0,05). Em nenhuma das etapas do protocolo de avaliacdo da reatividade bronquica

foi possivel constatar diferencgas entre os grupos C, CO, EO e EHO (Figura 56).
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Figura 62 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
reatividade brénquica. Valores expressos como médias e erro padrdo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001.



78

5 Discusséao

O presente estudo demonstrou a eficacia do protocolo adotado para um modelo
experimental de obesidade via a oferta de uma dieta hiperlipidica que objetivasse o
aumento de massa corporal total dos camundongos C57/BL6. Sendo que 0s grupos
submetidos inicialmente a dieta proposta demonstraram aumento de massa corporal
apos o primeiro més, e que 0s mesmos resultados se replicaram aos dois meses de

consumo da dieta.

Nota-se que apos doze semanas com o0 protocolo de aumento de massa
corporal em concomitancia com o de inflamacdo pulmonar alérgica cronica, 0s
camundongos submetidos a este segundo se diferenciam em relacdo a massa
corporal quando em comparacao com o grupo que se manteve apenas submetido ao

consumo da dieta hiperlipidica.

Segundo a terceira edicdo das Diretrizes Brasileiras de Obesidade publicada
em 2009, de maneira geral ndo € dificil identificar e reconhecer os tracos que
caracterizem um sujeito com sobrepeso e/ou obesidade. Entretanto € necessario que
se investigue os niveis de risco de doencas associadas, e para isso € importante a
utilizacdo de certas formas de quantificacdo, entre elas a mensuracdo da massa

corporal (86).

Uma determinacao de obesidade em ratos foi proposta por Lee em 1928 (87).
Tal determinacdo consiste na divisdo da raiz cubica do peso em gramas pelo
comprimento naso-caudal em milimetros e multiplicado por 1000. Dessa forma o
resultado configuraria um indice nutritivo como mensuracdo da obesidade
estabelecendo uma correlacdo da massa gorda com o indice proposto. Entretanto,
para a adocdo desta técnica seria necessario a associacdo com a circunferéncia

abdominal e dados metabdlicos do modelo experimental (87).

Embora o indice de Lee pareca extremamente factivel para o trabalho
desenvolvido, ressalta-se que o autor utilizou um modelo experimental de obesidade

de outra espécie.

Na leitura do glicosimetro digital constatou-se que 0s animais iniciaram o
experimento com valores homogéneos de glicose. Entretanto, a ultima afericao

referente a este dado, apontou que houveram variacbes nos resultados coletados.
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Sendo que o grupo o grupo HDMOO possuiu valores inferiores dos demais, e que 0s
grupos submetidos ao treinamento fisico aerébio também apresentaram diminuicédo

de glicose quando comparado com o grupo CO.

E sabido que a pratica de atividade fisica pode melhor e contribuir para a
reducdo de determinados aspectos relacionados com a obesidade, entre eles a
diminuicdo da massa corporal total, e resisténcia a insulina (88,89). Ao se tratar da
resisténcia insulinica, o treinamento fisico aerébio feito via natacdo contribuiu com
para a supressao da hiperglicemia. Outro ponto importante desta terapéutica € que o
controle de secrecdo da insulina e a sensibilidade a insulina sdo protegidas pelo

exercicio fisico (89).

O numero de células no LBA do grupo HDMOO esteve aumentada quando
comparada com o grupo C e o grupo EO. Obteve-se também que a quantidade de
Eosindfilos deste grupo, também se encontrou aumentada em comparacdo com 0s
demais grupos. Se tratando do grupo EHO o qual também foi submetido ao protocolo
de inflamacédo pulmonar alérgica crénica, a quantidade de eosindfilos deste também

esteve reduzida em confronto com os valores encontrados no grupo HDMOO.

Dessa forma é possivel que o treinamento fisico aerébio possa ter reduzido de

maneira eficaz a quantidade de células totais e também de eosindfilos no LBA.

Os valores referentes a contagem total de células no sangue estiveram
aumentados no grupo HDMOO em comparag¢do com o demais, o que pode indicar
uma mobilizacdo do sistema imune em resposta a determinada doenca, assim
corroborando para um quadro inflamatério sistémico. A quantidade eosinéfilos no
sangue esteve aumentada no grupo HDMOO em relagdo aos demais, vale lembrar
gue o mesmo tipo de célula também apresentou maiores niveis de concentracdo no
LBA em relagdo aos demais grupos. Tais resultados corroboram com a eficiéncia do
protocolo proposto, que objetivou a obtencdo de um modelo experimental obeso que

apresentasse uma inflamacao pulmonar alérgica cronica (asma).

A gquantidade de linfocitos investigados no sangue se mostrou com diferencas
estatisticamente significativas no grupo HDMOO em relagdo aos demais grupos,
exceto ao CO. Dessa forma, os resultados apontam que o grupo HDMOO obteve

concentracbes expressivamente menores de linfécitos sanguineos. Nao foram
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observadas variacbes de macrofagos e neutrofilos nas amostras coletadas para

analise.

A asma € uma doenca inflamatoéria crénica das vias aéreas superiores que
podendo ter sua fisiopatologia desenvolvida pelo contato constante com um alérgeno.
Esta doenca pode ser caracterizada principalmente pela infiltracdo de eosindfilos,
ativacao de mastocitos e predominéncia de células Th2, concomitante a tais eventos
h& também um remodelamento das vias aéreas que pode comprometer a eficiéncia
desta estrutura para a passagem de ar e corroborando para a obstru¢cdo brénquica
(50). Existem alguns biomarcadores presentes no escarro, no ar exalado, e no sangue

de pacientes asmaticos. Entre eles, a presenca de eosindfilos (50, 90).

Ainda se tratando das analises feitas nas amostras referentes ao LBA, 0s niveis
de IL 4 estiveram aumentados no grupo HDMO em comparag¢do ao grupo C. Em
relagdo aos valores da IL 5 também foram encontrados valores expressivamente

maiores no grupo HDMO em comparagdo com os demais grupos.

Embora que a IL4 seja uma citocina de extrema importancia nos aspectos
imunoldgicos referentes a concepcdo da asma, e também desempenhando um papel
fundamental na ativacdo de células que caracterizam uma resposta Th2, ndo foi
possivel encontrar diferencas entre 0os grupos desta citocina nas amostras de soro

analisadas.

Além dos achados da IL5 no LAB, foi possivel encontrar diferencas desta
citocina nas amostras de soro. O grupo C apresentou valores menores com diferencas
significativas em relagdo aos demais. O grupo HDMO demonstrou valores
expressivamente maiores de IL 5 quando comparado com os demais grupos,

ressaltando a comparacao deste grupo com o grupo EHO.

N&o foram encontradas diferencas entre os diversos grupos experimentais na
citocina IL 6 nas amostras do LBA. De outra forma, as amostras de soro resultaram
em um aumento expressivo de IL 6 no grupo HDMO em confronto com os demais
grupos. O treinamento fisico aerdbio foi capaz de reduzir os niveis de IL 6 no soro,
sendo esta uma afirmativa embasada pelo fato de o grupo EHO n&o apresentou
diferencas estatisticamente diferentes dos demais grupos néo sensibilizados com o

acaro de poeira doméstica.
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Os niveis de IL 13 no LAB, nao foi possivel identificar diferencas significantes
entre os grupos.Contudo, na analise desta citocina no soro foram encontradas
diferencas entre os grupos. Constatou-se que o grupo EO alcancou maiores niveis
quando comparado com o grupo C. O grupo HDMO apresentou diferengcas em
comparacao com o grupo C, CO, EO e EHO. Desta forma é possivel que o treinamento
fisico aerdbio de intensidade moderada possa ter influido nos valores de IL 13, pois
0s achados apontam uma diferenca de p<0,01 de valores inferiores desta citocina no
grupo EHO em comparagdo com o grupo HDMO.

E sabido que células Th2 s&o caracterizadas pela secrecdo de IL 4, IL5 e IL
13. Sendo que a IL 4 desempenha papel de extrema importancia na diferenciagéo de
células Th2 derivadas de ThO em resposta a exposi¢cao a um alérgeno (50,91). A IL
13 é capaz de desempenhar certas funcdes mimetizando a IL 4, influindo sobre células
B para a liberacéo de IgE e posterior ligagdo aos mastocitos (50,57,58). No caso da
IL 5, os niveis desta citocina relacionada com o recrutamento de eosinoéfilos em

quadros de alergia e também em infestacdes parasitarias (57).

Dessa forma pode-se considerar que a IL 4 seja capaz de promover uma
resposta inflamatéria Th2. Mas tanto a IL 4 quanto a IL 6, além de possuirem essa a
mesma capacidade em relacdo a resposta inflamatéria Th2, elas também conseguem
bloquear o desenvolvimento de Treg (92). E sabido que no caso de doencas
inflamatorias crénicas, os niveis de receptores de IL 6 (sIL-6R) € aumentada (93). Em
contrapartida, o complexo entre sIL-6R e IL-6 tem sido associado com a inibi¢do do
desenvolvimento de células CD4+, além de perturbacdes na funcdo supressora de

modelos de asma e doencgas inflamatoérias do intestino (92,93).

Os resultados de IL 17, apontam que o grupo HDMO obteve maiores valores
desta citocina em comparagdo com 0s demais grupos, mesmo que o comparativo
refira significancias estatisticas diferentes. A IL 23 analisada no LBA do grupo HDMO
esteve aumentada quando comparada com o grupo C. De outra forma, o grupo CO
também obteve diferengcas em relagéo ao grupo C. No caso do TNFa o grupo HDMO

apresentou maiores valores em relacdo aos demais grupos.

N&o obstante os resultados de IL 17, 23 e TNFa no soro ndo apontam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos investigados na presente

pesquisa.
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E sabido que tanto a IL 17, IL 23 e também a TNFa, s&o influentes citocinas da

resposta inflamatoria Th17 (94).

Em relagéo as adipocinas investigadas e levantadas como substancias que
poderiam influir sobre a resposta inflamatéria do modelo experimental proposto no
LBA, mais precisamente ao se tratar da adiponectina, leptina e resistina. Ndo foram
obtidos resultados com diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
experimentais referentes as amostras de LBA.

E possivel que a adiponectina no soro dos grupos EHO e HDM tenham sofrido
influéncia do protocolo que visou mimetizar a asma, pois estes dois apresentaram
menores valores desta adipocina quando comparados com 0S demais grupos.
Todavia, tal analise afirma que o grupo EO apresentou maiores valores desta em

comparac&o com todos 0S outros grupos.

Como era de se esperar a analise de leptina no soro mostra que o grupo CO,
EO, HDM e EHO apresentaram maiores niveis em relacdo ao grupo C. Entretanto, o
grupo EHO demonstrou aumento dos niveis desta adipocina em comparagdo com o
grupo HDMO. O grupo EHO possuiu menores valores de em comparagédo com o HDM.

As concentracfes de resistina se demonstraram indiferentes entre os grupos

experimentais, tanto nas amostras de LAB quanto nas de soro.

No grupo HDMO o protocolo de inflamacé&o pulmonar alérgica crénica resultou
em niveis aumentados de CXCL1/KC, tanto no LAB quanto no soro. Em contrapartida
o exercicio foi capaz de reduzir os valores desta citocina no LBA, uma vez que 0s

resultados apontam que ndo houveram diferencas entre os EHO, EO, CO e C.

A IL 8 exerce papel extremamente influente em quadros inflamatorios, agindo
de forma a contribuir para o recrutamento e ativagao de neutrofilos, tal eficiéncia desta
interleucina € atribuida a grande niveis e variedade de receptores presentes na
superficie destas células do sistema imune. Roedores ndo possuem IL 8, mas
possuem quimiocinas como a CXCL1/KC que podem ser consideradas homdlogas

funcionais desta interleucina (95,96).

Estudo experimentais demonstram que € viavel inibir a IL 8 (CXCL1/KC). Por

exemplo via a nebulizagdo de soro fisiologico hiperténico, que objetiva interferir a
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interacdo entre a IL8 e seus receptores (97). Outra forma ja pesquisada € via a

administracdo de anti-inflamatérios in vitro (98,99).

Foram encontrados valores superiores de IL 18 no LAB do grupo HDMO
guando comparado com o grupo C, EO e EHO. A tratamento terapéutico utilizado na
pesquisa garantiu que 0s niveis desta citocina estivessem diminuidos nos grupos
treinado em relagcéo ao grupo HDMO, n&o apresentando diferencas entre o grupo C,
EO e EHO.

A familia das IL 1 possuem significativa influéncia sobre diversas atividades
biolégicas. A necessidade na investigacao sobre a IL 1B concerne na sua capacidade
em induzir respostas inflamatorias, em especial neutrofilicas(50,100)

Sugere-se que em doengas pulmonares neutrofilicas crbnicas tais como a
asma grave neutrofilica com resisténcia a corticoesterodides, e a doenga pulmonar
obstrutiva crénica a IL 1B pode estar relacionada com a hipoventilacdo, hipoperfuséo

e reoxigenacéao (100,101)

Estudos apontam que a producdo e niveis de adiponectina é inversamente
proporcional a quantidade de tecido adiposo branco de um determinado individuo. E
gque esta € negativamente correlacionada com a massa de gordura visceral,
inflamacéo, doenca visceral, doenca cardiaca, e outros tipos de doencas. Contudo, a
adiponectina esta associada a sensibilidade insulinica e a reducédo de massa corporal
(69,102).

Via a exposicdo crbnica a um alérgeno verificou-se que o grupo HDMO
apresentou maior quantidade de eosinofilos comparado aos demais grupos. E que até
mesmo o grupo EHO, o qual também foi submetido a exposicdo alérgica nao

apresentou diferencas dos outros grupos que ndo passaram por este protocolo.

Ha também os resultados referentes a presenca de neutrofilos no espaco
peribrébnquico, e é apontado de que apenas o grupo HDMO apresentou maiores
quantidades deste tipo celular em relacdo aos demais. E mais uma vez o grupo EHO
nao apresentou diferencas significativas quando comparado com os grupos C, CO e
EO. Dessa forma, os achados anteriormente citados para a quantidade de eosinofilos

se replicam para 0 mesmo comparativo em relacéo aos neutrofilos.
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O grupo CO apresentou maior quantidade de linfocitos com resultados
estatisticamente significantes no espaco peribronquico em relacdo ao grupo HDMO e
EHO. Dessa forma pode-se levantar a hipdtese de que a administracdo acaro de

poeira doméstica provavelmente exerca influéncia sobre a presenca destas células.

Citocinas liberadas predominantemente por células T, orquestram uma série de
reag6es imunoldgicas importantes em um quadro inflamatério como o observado na
asma (50). Pacientes asmaticos apresentam um aumento no nimero de células Th

CD4+ nas vias aéreas, com predominancia do subtipo de células Th2 (50,92).

Em um modelo experimental de inflamacdo pulmonar alérgica croénica no qual
os camundongos foram sensibilizados com OVA. Sugere-se que o exercicio fisico
possa promover uma diminuicdo da migracao de células Th, em modelos submetidos
ao treinamento fisico, e que dessa forma se reduziu a presenca destas células em

resposta a um antigeno (103)

A quantidade de macréfagos encontradas no grupo C foi significativamente
menor em relagdo aos demais. E outro achado sobre este tipo de células € que o
grupo CO apresentou maior nimero de células em comparacao com o grupo EO.

Os macrofagos sdo as células primarias do sistema imune inato,
desempenhando diversas funcdes que vao desde a regulacdo tecidual como o
desenvolvimento, homeostase e reparo. Entretanto, essas diversas fungdes estao
relacionadas com o a ativacdo destas células via a acao de determinado fendtipo em

resposta a um estimulo que resultara a uma rapida resposta imunologica (103,104).

Na avaliacdo referente a reatividade pulmonar feita com a utilizacédo do sistema
BUXCO, no qual consistiu na coleta de dados basais seguido por uma oferta inalatéria
de uma solucéo salina (PBS) e posteriormente de doses seriadas de Metacolina (6,25
a 50 mg/mL) a todos os grupos experimentais. Verificou-se que o grupo submetido ao
protocolo correspondente a inflamacao pulmonar alérgica crénica e ao de aumento de
massa corporal total (grupo HDMO), obteve resultados com diferencas
estatisticamente significativas em comparagdo com os demais em todas as etapas
realizadas. Resultados esses que apontam tais diferencas mesmo sob condicdes

basais de avaliacédo até a inalacdo com maior concentracado de Metacolina.
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A deposicéo de fibras de colageno nas vias aéreas foram significativamente
maiores no grupo HDMO. Os mesmos achados a respeito das fibras de colageno
foram observados nos resultados referentes ao percentual de fibras elasticas nas vias
aéreas. Ou seja, 0 Unico grupo que apresentou diferencas significativas em relagcéo
aos demais, com aumento do percentual da deposicéo de fibras elasticas, foi o grupo
HDMO. O grupo EHO apresentou valores semelhantes aos demais grupos para
ambas as proteinas de matriz extracelular. Sendo assim, € possivel que a proposta
de treinamento fisico aerébio também tenha influido sobre o remodelamento das vias

aéreas analisadas.

O remodelamento consiste em altera¢gdes estruturais dos pulmdes, onde este
€ secundario a inflamacéo. No caso de pacientes asmaticos, principalmente em casos
graves desta doenca é preconizado que o remodelamento é um aspecto irreversivel

da obstrucao das vias aéreas (105).

E sabido que a IL 13 é particularmente um interessante alvo terapéutico para o
tratamento da asma, uma vez que esta citocina é fortemente relacionada a mudancas
estruturais importantes durante o desenvolvimento da doenca, ou seja, muito do
remodelamento observado atribuido a esta interleucina (50). Conforme ja citado
anteriormente, em modelos animais e em pesquisa com humanos, tal fenémeno inclui
a fibrose subepitelial, e proliferacdo do musculo liso e de células caliciformes (50, 105-
108). Em sumula é constatado que a IL 13 pode agir diretamente colaborando para a

hiper-reatividade brénquica caracteristica de pacientes asmaticos (50).

Observa-se 0 aumento da quantidade de células caliciformes que por
consequéncia resultam também em maior producdo de muco no remodelamento das
vias aéreas de asmaéticos. Ha também o aumento da deposicao de fibras de coldgeno
(tipo I, 1l e V), bem como o de fibronectina (106). O comprometimento da eficiéncia
da via aérea em exercer sua funcdo, também é provocado pela hipertrofia e
hiperplasia das células do muasculo liso que envolve a via. Dessa forma a somatéria
das caracteristicas citadas, resulta na diminuicao (estreitamento) do calibre da via,

devido as alteracdes estruturais sofridas (105-108).

Em estudo realizado afim de avaliar o método mais eficiente para mensurar a
reatividade brénquica de criancas asmaticas, chegou-se a conclusao de que a MCh

foi capaz de desencadear maior incidéncia de broncoespasmos relacionados



86

positivamente com tosses e desconfortos no peito em comparacdo com um protocolo

gue consistiu em um desafio de exercicio fisico (109).

Animais sensibilizados com o acaro de poeira doméstica (House Dust Mite),
demonstraram significativo aumento da reatividade pulmonar ou hiper-reatividade
qgquando comparados ao grupo controle quando desafiados com concentracdes
diferentes de Metacolina (110).A hiper-reatividade observada em casos de asma é
resultado do aumento da deposicdo de proteinas de matriz extracelular nas vias
aéreas que age em sinergismo para a limitacdo de passagem do ar pela via aérea

podendo ser em resposta a um gatilho desencadeador de uma crise asmatica.

Na analise das citocinas IL 10 e IL 1ra, ndo foi possivel detectar nenhuma
diferenca significativa entre os grupos experimentais, sendo que o mesmo aconteceu
ao guantificar a IL 1ra no LBA. Contudo, foi possivel constatar que o grupo EO e o
grupo EHO apresentaram quantidades maiores de IL 10 no LBA em compara¢do com
os demais grupos. Dessa forma, especula-se de que o exercicio fisico de intensidade
moderada pode ter promovido um aumento desta citocina em comparacdo com 0sS

demais. Nao foram encontradas diferencas entre os dois grupos treinados.

Estudos realizado em modelos experimentais de inflamag¢do pulmonar,
utilizando como tratamento terapéutico o treinamento fisico aerébio de intensidade
leve ou moderada, afirmam que os efeitos que promovem melhora do quadro
inflamatério das vias aéreas e/ou parénquima sdo atribuidos os niveis de IL 1lra e
também principalmente a IL 10 (74,75,79,80).

O treinamento aerdbio é possivel que se diminua a dispnéia e o
broncoespasmo induzidos pelo exercicio, além da evidente melhora da capacidade
aerdbia e qualidade de vida. Tais beneficios ocorrem em resposta a diminuicdo da
resposta inflamatéria Th 2 e melhora da mecanica respiratoria. Além do aumento da
IL 10 e IL 1ra, ha também a diminuicdo de NF Kb (82-85).

6 Consideracdes Finais

Através dos achados do presente estudo, pode-se concluir que o treinamento
fisico de intensidade moderada possui potencial em influir de maneira benéfica a

diminuicdo dos sintomas encontrados na asma, e que normalmente sdo agravados
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gquando somados a um quadro de obesidade. Sobretudo, tais vantagens da
terapéutica adotada influem via a diminuicdo local e sistémica de citocinas

inflamatdrias que orquestram certas alteragdes estruturais e funcionais do pulméo.

Embasado pelos resultados encontrados e na pesquisa literaria feita,pode-se
afirmar que os beneficios supracitados devem ser atribuidos principalmente ao
aumento dos niveis de IL 10 no LAB. Todavia, foram encontradas varia¢cdes das

citocinas Thl, Th2 e Th17 tanto no LAB quanto no soro.
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ANEXO |
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Universidace Nove de Juho

Protocolo de Pesquisa referents ao Projeto n® ANGO54.2614

Titulo do Projeto: Efeltos do Trelnamento Fisico Aerébia em Camundongos Obesas Asmaticos

Crientador: : Prof. Dr. Rodoifo de Paula Vieira

(Aturio: Jefferson Comin Jonce Aquino Jamior |

Objetivos: Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada sobre a inflamacio, remodelamanto e
hiperresponsividade pulmonar em um modslo expermental de asma em camundongos obesos. De maneira especial, o
presente projeto objetiva avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdhio sobre os nivels das citocinas Th1, Th2 & Th17 nos
puimBes e na circulagéo sistémica de camundongos submetidos a0 modelo experimental de asma em camundongos

Métode: 3. Materials & Métodss

Indugdo da obesidade: Os animais serdo submetidos a uma dieta hiperlipidica (55% de lipidios) durante um periodo de 10
Seimanas.

Os animais serdo distribuidos de forma aleatéria em quatro grupos experimentais (n = 10): Controle Obeso (CO - grupo
obeso, ndo sensibiizade e ndo treinada), Exercicio + Obeso (EQ ~ grupo obeso, ndo sensibilizado e submetido ao
treinamento), Asma + Obesa (AQ - grupo sensibilizado com HDM, obeso e néo treinado), Exercicio + Asma + Obeso (EAQ
- grupo treinado, sensibilizado com HDM e obeso).

3.2 Modelo experimental de abasidade

Os animais seréo submetidos a uma dieta hiperlipidica durante todo o perfodo do estudo, que sera de 18 semanas. As 10
semanas iniciais serfio necesadrias para 2 inducio da obesidade, e soments a partir da 113 semang o3 anmals seric
submetidos ao protocolo de “asma’, e apés 3 administragdes de HDM (1X/semana) havera o protocolo de exercicio. A dieta
hiperipidics serk ublizada para que & tomem obescs, Sendo utiizada urmia ragao com composico rica em gorduras (55%),
cedida pelo Laboratorio de Pesquisa em Obesidade e Diabetes da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
coordenado peio Prol, Dr. Marlo José Abdaifa Saad.

3.3 Modelo experimental de "asma” - inflamag&o pulmonar alérgica crénica usando House Dust Mite (HOM)

No presente estudo utilizaremos 0 modelo de administragéo intra-traqueal de HDM, no qual a sensibilizagio ocorre
diretamente através do contato com a mucesa bronquica, tornando-se um modelo mais fidedigno & patogénese da asma
(18, 17). Para isso, primeiraments, os animais serdio anestesiados com ketamina (100mgrkg) e xilazina (10mgrkg) e entéo
100 mg do exirato de Dermatophagoides pieronyssinus (Greer Laboratories, Lenoir, NC) serfio dissolvidos em 50 ul de
PBS e administrados por via intra-traqueal nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49, Ressaltando que o primeiro dia da
adminisracho de HDM ocomers apbs » induglic da chesidade dos animals & que 03 rupos sxperimentsls obeses o
receber a dieta hiperiipidica até o dia da eutanasia,

3.4 Treinamento fisico aerdbic de intensidade moderada como intervengdo terapéutica (treinamento iniciando apés o
estabsfecimento da obesidade e da inflamagdo puimonar aiérgica crénicaj

Os animals seréo adaptados em esteira ergométrica para camundongos (Imbramed, RS, Brasil) durante 3 dias (0,5km/h)
por 15 minutos (18-20). No dia seguinte serdo submetidos ao teste de esforgo conforme previamente descrito (18-20). O
teste de esforgo serd repetido a0 final do protocolo para avaliar quanto os animais melhoraram ou ndo o condicionamento
fisico (18-20). Os animais serdio treinados a uma intensidade moderada, correspondendo a 80% da méaxima velocidade
alcancada no teste da esforgo (21). O treinamenio de intensidade moderada seré realizade durante 5 semanas, 5 vezee por
semana, 1 hora por sesséo de treinamento (19-21).

Para o protocolo de HDM, o treinamento aerbbio irk iniciar no dia 17 do protocols, uma vez qus conforms j& demonsivads,
no dia 17 (apbs as trds administrades iniciais de HDM), os animais ja apresentam inflamac&o, remodelamento e
hiperresponsividate das vias aéreas (14, 15). :

Os experimentos serdo sempre realizados 24 horas apds o (ltimo desafio com alérgeno (HDM) e o teste fisico final, e apés
anesiesia dos animais com ketamina (100mgikg) e xilazina (10mgfkg). Assim sendo, serfo realizadas as seguintes
avaliagBes.
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3.5 Avaliago da inflamagéo pulmonar no lavado broncoalvealar (LBA)
Ammmbotmmm.mm&munum@uswmwéohvadmwm3x0.5m!dePBS(total1.5
mlchBS).Omumdommmgemma1000mma4'Cpot5mnutos.Osobrenadameuré

serdo i
wr&wﬁmwmw-&unwawﬁiemw(ommwuhssemwnmmademnaqﬂodawnmm
diferencial) {18-22).

3.8 Avallagéo dos niveis de citocinas no LBA e no soro por ELISA

Ts niveis de ii-fra, iL-4, iL-5, iL-6, iL-10, fL-13, 1L-17, 1L-23, TNF-aifa, Adiponecting, Leptina e Resisting o LBA &
No soro seréo avaliados através dos kits ELISPOT da BD Bioscience efou da R&D Systems, conforme instrugdo das
companhias.

3]Ava!iaqéodainﬂamaqéoemmodedamentodasviasaémsatmésdahbhbqia

mmmmsm:mamummmm.mm&uﬂ

3.8 Avaliago da hiperresponsividade bronquica

mswuwmmmmcmwmmmmwm
{Indice de hiperresponsividade brdnquica), que leva em conta o tempo inspiratdrio @ expiratério, conforme previamente
mm.ommwmmmm-mmwmmmm:mm,
conforme previamente descrito (27).

3.9 Andiliss estatistica

mmmmmwmwmmmAmmmmm
smmmmmmmmm.mMmMuwwummm»mm-
wmovAmubmam«mmwmQum. Os dados com distribuice nao
pamméﬁcaserﬁommmeﬁdmaommwayANOVAmMsmmdopdomuDunn'sparaacompamq.aoontre
05 grupos. Us nivels de significAncia sero ajustados para 5% (p<0.05). Os gréficos serdo elaborados uthzando-se o
software GraphPad Prism 3.1 (Califémia, EUA).

Anm(pro«mm,mmmawulc.mmo):
ammwamumummum.wmchmms
C578B1/6, machos, com 7 semanas de idade, pesando aproximadamente 18-22 gramas,

Condictes s & g
Os animais ser::mm mantidos mma controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12h escuro) e
tempsratura (22°C - 25°C} o biotério de experimentaglio da Universidade Nove de Jufho,

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: Nao ha estresse intencional.

MM&AWMWM(MMMOM*M):
- Adminisiragio de quetaring (100 mg/kg) & xilazina (10 mg/kg), intraperitoneal

Eutanésia:
anesrasfainmmumm(mmmemmmm“xmdamm
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Pertinéncia o valor cientifico do estudo proposto:
Oswmmmmmwm,mmmmmammmhedmmn

Data de inicio: 01/11/2014
Data de términe: 01/10/2016

m:mmmmm,mm
fﬂkm,mmmmwmmmmwoﬁdnm)mmmm

{ ) Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificages sugeridas, e iniciar a coleta de dados
somente apds a aprovagéa do projeta por este Comité.

{ ) Nao-Aprovado

Comantarios:

-wmmamnmmm.omammwm
formulario.

- Cabe a0 pesquisador elaborar e apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatério final sobre a pesquisa (Lei Procedimentos
mommmm-umnma@mmm&

820 Paulo, 23 de setembro de 2014

Prof, Dra. Katia De Angeis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho




