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RESUMO

A asma € uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas que envolve vérias células em
particular linfécitos T, mastocitos, eosindfilos, neutrofilos e células epiteliais. No presente
estudo, avaliamos a participacdo da angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] receptor Mas nos efeitos
benéficos do treinamento aerébio em um modelo experimental de asma. Camundongos
Balb/c foram submetidos a um protocolo crénico de asma (sensibilizagdo com OVA),
infundidos cronicamente com o antagonista do receptor Mas, o A779 (1ug/h), e treinados
5x/semana (moderada intensidade/esteira). Os niveis séricos de IgE foram determinados
por ELISA, o remodelamento das vias aéreas por histologia, a infiltracdo de células
inflamatdrias por ensaio de atividade enziméatica. Além disso, o desempenho fisico foi
determinado por teste de esforco maximo. A expressao génica do PGC1-a foi determidada
por qRT-PCR, a expressao proteica do receptor Mas e de fibronectina foi determinada por
Western blotting. Os principais resultados obtidos foram, o tratamento com A779 impediu
a reducdo dos niveis séricos de IgE, a redugdo da deposicdo de matriz extracelular nas vias
aereas, a reducdo do espessamento da parede alveolar e a reducdo da atividade da enzima
MPO nos animais asmaticos treinados. A expressao proteica do receptor Mas no pulméo
ndo foi alterada em nenhum grupo experimental. O treinamento aerébio foi confirmado
pelo aumento da expressdo génica de PGC1l-a nos animais controle ¢ asmaticos. Estes
dados sugerem que a ativacdo do receptor Mas esta envolvida, pelo menos em parte, nos
efeitos anti-inflamatorios e anti-fibréticos induzidos pelo treinamento aerébio de moderada

intensidade em animais submetidos a um modelo experimental cronico de asma.



ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory airway disease that involves multiple cells in particular
T-lymphocytes, mast cells, eosinophils, neutrophils and epithelial cells. In the present
study, we evaluated the participation of the angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] receptor Mas, in
the beneficial effects of aerobic training in an experimental model of asthma. Balb/ ¢ mice
were subjected to a protocol chronic asthma (OVA sensitization), infused with the Mas
receptor antagonist, A779 (1pg/h), and trained 5x/week (moderate/ treadmill). The serum
IgE levels were determined by ELISA, the airway remodelling by histology, infiltration of
inflammatory cells by enzyme activity assay. Furthermore, the physical performance was
determined by maximum effort test. The gene expression of PGC-1 a was determined by
gRT-PCR, protein expression of the Mas receptor and fibronectin by Western blotting. The
main results were, treatment of asthmatic and trained animals with A779 prevented the
reduction in serum IgE levels, reduction in extracellular matrix deposition in the airways,
reduction in the alveolar wall thickening, reduction in MPO enzyme activity. Protein
expression of the Mas receptor in the lung was not altered. Physical training was confirmed
by the increase in PGC1-a in control or asthmatic animals. These data suggest that Mas
receptor activation is involved, at least in part, in the anti-inflammatory and anti-fibrotic
effect of aerobic training animals subjected to an experimental model of chronic pulmonary

lung inflammation.



1. INTRODUCAO

1.1 Asma

A asma é uma doenca inflamatdria crénica das vias aéreas que envolve varias
células em particular linfocitos T, mastdcitos, eosinofilos, neutréfilos e células epiteliais
(Holgate e cols., 2003; Kudo e cols., 2013). A asma e considerada um problema mundial de
saude publica, acometendo cerca de 300 milhdes de individuos. Estima-se que no Brasil,
existam aproximadamente 20 milhdes de asmaticos (Diretrizes da Sociedade Brasileira de

Pneumologia e Tisiologia, 2012).

Clinicamente, os individuos asmaticos apresentam episodios de sibilancia, dispnéia,
opressdo torécica e tosse, particularmente a noite e/ou no inicio da manha. A asma ndo
pode ser prevenida ou curada, mas as manifestacdes clinicas podem ser controladas de
forma eficaz, através do tratamento adequado. Quando a asma esta controlada a ocorréncia
de sintomas é minima e exacerbacgdes graves sdo raras. Sendo que a presenca de sintomas
diurnos ou noturnos, a necessidade de medicacdo de alivio e a funcdo pulmonar séo os

parametros utilizados para a classificacdo do controle dessa doenca (GINA, 2012).

Uma caracteristica fundamental da asma associada a sensibilizacdo alérgica é a
capacidade das vias aéreas em reconhecerem o alérgeno e iniciarem uma resposta imune do
tipo Th2. O processo de sensibilizacdo ao alérgeno tem inicio, com a sua captura pelas
células dendriticas, também denominadas de células apresentadoras de antigenos. Uma vez
que essas células capturam o alérgeno, elas migram para 6rgdos linféides locais (pulméo)
onde ocorre a apresentacdo de antigenos (Holgate, 2008). O contato das células dendriticas

com os linfécitos T naive (indiferenciados) promove a diferenciacdo desses linfocitos em
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linfocitos Th2. As principais citocinas produzidas por esses linfocitos sdo a IL-4, IL-5e IL-
13. As IL-4 e IL-13 estimulam linfécitos B, a se tornarem linfécitos B comprometidos com
a producdo de imunoglobulina E (IgE). A IgE se caracteriza como sendo 0 anticorpo
envolvido nas respostas alérgicas. Esse anticorpo se liga aos receptores de alta afinidade
para IgE presentes na superficie celular dos mastécitos, basofilos e eosindfilos que sdo tipos
celulares ricos em mediadores inflamatérios. Em um segundo contato com o mesmo
antigeno, esse se liga a IgE ja presente na superficie celular, desencadeando a degranulacéo
e liberacdo de véarios mediadores inflamatdrios como histamina, serotonina, leucotrienos,
prostaglandinas e citocinas, que por sua vez ddo inicio a ativacdo e ao recrutamento de
células inflamatdrias para o tecido pulmonar (Jornsdottir e Cypcar, 1999; Todo-Bom e cols.,
2006).

A IL-5 é responsével pelo recrutamento, diferenciacéo e sobrevida de eosinéfilos nas
vias aéreas (Holgate, 2008; Pelaia e cols., 2015). Eosinofilos sdo granuldcitos circulantes
que correspondem a 3% dos leucdcitos presentes na circulagdo sanguinea. Eles sdo os
principais tipos celulares que podem ser recrutados para o sitio inflamatdrio, durante uma
resposta inflamatoria alérgica. A fungdo dos eosinofilos na asma se caracteriza pela
liberagdo de granulos toxicos, espécies reativas de oxigénio, citocinas e mediadores
lipidicos. = Os mediadores inflamatorios derivados desse tipo celular contribuem
principalmente para o dano epitelial, hipersecrecdo de muco, hiperresponsividade e
remodelamento das vias aéreas (Kudo e cols., 2013).

O tratamento com corticosterdides inalatérios leva a reducdo dramética de
eosinofilos no escarro de pacientes asmaticos, sugerindo que essas células sao fundamentais
para a disfuncdo das vias aéreas, sendo um dos principais alvos para esta classe de farmaco

(Holgate, 2008).
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Nos Ultimos anos cresceu o interesse na investigacdo dos mecanismos envolvidos
nas alteracBes estruturais das vias aéreas, ou seja, o remodelamento. O remodelamento das
vias aéreas se define como alteragbes estruturais irreversiveis com consequente
agravamento da broncoconstri¢do, contribuindo assim para a perda da funcdo pulmonar
(Mauad, 2000).

As mudangas estruturais incluem: descamacdo epitelial, fibrose subepitelial,
aumento da massa muscular do musculo liso, diminui¢do da distancia entre o musculo liso
das vias aéreas e o epitélio, hiperplasias de células caliciformes, proliferacdo de vasos
sanguineos e desenvolvimento de edema nas vias aéreas (Sumi e Hamid, 2007). O
crescente interesse pelas alteracdes estruturais das vias aéreas surgiu pela observacdo da
diminuicdo da fungdo pulmonar de caréater irreversivel ao longo do tempo em pacientes
asmaticos. Alguns estudos mostraram que mesmo na auséncia de sintomas clinicos,

individuos asmaticos possuem alteragdes persistentes da funcédo pulmonar (Mauad, 2000).

1.2 Asma e Exercicio

O sedentarismo é apontado como um fator de risco para diversas doengas, enquanto
que, a iniciativa por um estilo de vida saudavel, incluindo a pratica regular de atividade
fisica fornece protecdo contra diversas doencas cardiovasculares e metabdlicas (Petersen e
Pedersen e cols., 2005). O treinamento fisico utilizado como uma alternativa terapéutica na
asma é um metodo ndo invasivo, de facil acesso e saudavel (Pakhale e cols., 2013).

O efeito anti-inflamatorio do exercicio esta relacionado a trés possiveis mecanismos
como sumarizado na Figura 1: a reducdo da gordura visceral, liberacdo de citocinas anti-
inflamatdrias provenientes da contracdo da musculatura esquelética durante a pratica do
exercicio (denominadas miocinas) e a reducdo da expressdo de receptores toll-like em

monocitos e macrdfagos, com subsequente inibicdo da producdo de citocinas pro-
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inflamatorias e da expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e de
moléculas co-estimuladoras. Além disso, estudos experimentais mostraram que o efeito
anti-inflamatorio do exercicio também envolve outros mecanismos, como a inibicdo da
infiltracdo de mondcitos e macréfagos no tecido adiposo. Apesar desse tipo de analise ser
dificil de concluir em humanos, anélise de sangue periférico apos a realizacdo do exercicio
revelou uma redugdo no numero de mondcitos circulantes e aumento do numero de
linfocitos T regulatorios, células que produzem interleucinas anti-inflamatérias como a IL-
10 e IL-1ra. Sugerindo que este mecanismo também possa estar envolvido nos efeitos anti-
inflamatorios do exercicio em humanos (Gleeseon e cols., 2011).

O treinamento aerdbio induz alteragdes transitdrias no sistema imunoldgico. A
intensidade, a duracdo e a modalidade do exercicio determinam as alteracBes ocorridas
durante e ap6s o esforco fisico. O exercicio regular, ou treinamento aerébio de intensidade
moderada estimula de maneira positiva as funcGes do sistema imune, enquanto o
treinamento intenso e de longa duracdo estd associado a imunossupressdo (Leandro e cols.,

2007).
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Figura 1. Possiveis mecanismos que contribuem para os efeitos anti-inflamatérios do exercicio
fisico. A ativacdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal e do sistema nervoso simpatico (SNS) leva
a liberacdo de cortisol e adrenalina pelo coértex e medula da adrenal, respectivamente. Esses
hormdnios inibem a liberacdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF) por monécitos. A interleucina-6
(IL-6) produzida pela contracdo do musculo esquelético também regula negativamente a producéo
de TNF por mondcitos e pode estimular ainda mais a liberacdo de cortisol. A elevagdo aguda dos
niveis de IL-6 estimula a liberagdo do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) a partir de mondcitos
e macréfagos, aumentando assim a concentragdo circulante desta citocina anti-inflamatéria. O
treinamento fisico mobiliza células T regulatérias (T regs), importante fonte da citocina anti-
inflamatdria IL-10, e reduz a razdo de mondcitos inflamatérios (CD14low CD16+) para mondcitos
cléssicos (CD14 hi CD16-). O exercicio fisico induz reducdo na expresséo de receptores Toll-like 4
(TRL4) de mondcitos (CD14hi CD16-) e, assim, induzem uma resposta inflamatéria reduzida
marcada por baixos niveis de citocinas pro-inflamatorias e reducédo da infiltracdo no tecido adiposo.
O exercicio também aumenta as concentracfes plasmaticas de quimiocinas chaves de células
imunes; a elevacdo dessas citocinas pode levar a downregulation dos seus receptores celulares,
resultando na reducéo da infiltracdo tecidual. A reducdo da massa do tecido adiposo e no tamanho
do adipdcito, juntamente com a reducéo da infiltragdo de macréfagos e a interrupgdo do fendtipo dos
macréfagos M1 para M2, pode contribuir para a reducao na liberacéo de citocinas pro-inflamatorias
(como IL-6 e TNF) e um aumento na liberacdo de citocinas anti-inflamatérias (como as
adiponectinas e IL-10) pelo tecido adiposo. Extraido de Gleeseon e cols., 2011.
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Estudos recentes indicam que o declinio da atividade fisica pode ter um importante
papel na gravidade e no aumento da prevaléncia da asma (Boyd e cols., 2012; Dugger e
cols., 2013). O treinamento aerdbio em modelos experimentais se mostra capaz de atenuar
a inflamagdo e a hiperreatividade das vias aéreas. Além disso, muitos estudos clinicos
sugerem a pratica regular de exercicios fisicos, como parte de um programa de reabilitacéo
pulmonar, pois possibilita o melhor controle da asma, reducdo do numero de internagdes
hospitalares e do consumo de corticosterdides (Boyd e cols., 2012), além de melhorar a
funcéo pulmonar e a qualidade de vida dos pacientes (Luks e cols., 2013).

O principal objetivo do manejo da asma € a obtencéo do controle da doenga, sendo
que o controle se refere a extensdo com a qual as manifestacdes da asma estdo suprimidas,
espontaneamente ou através de tratamento. O controle da asma compreende dois dominios
distintos, o controle das limitacdes clinicas atuais e a reducéo dos riscos futuros (Diretrizes
da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2012). O tratamento clinico dessa
doenca esta baseado na utilizacdo de broncodilatadores e corticosteroides com o objetivo de
reduzir a inflamacdo das vias aéreas, os sintomas clinicos, as limita¢cdes na vida diaria e as
limitacOes presentes na realizacdo de exercicios fisicos (Mendes e cols., 2010). No entanto,
0 treinamento aerdbio pode ser considerado como uma ferramenta ndo farmacolégica para o
controle da asma (Boyd e cols., 2012).

Ainda ndo estd bem estabelecido na literatura se os beneficios decorrentes do
treinamento aerdbio em individuos asmaticos sdo proporcionados pela atenuacdo da
inflamacdo das vias aéreas, pelas adaptagdes cardiorrespiratorias e musculoesqueléticas, ou
até mesmo pela combinacao destes fatores (Parhale e cols., 2013).

Um aspecto controverso sobre a pratica regular de exercicios fisicos em individuos
asmaticos se refere ao broncoespasmo induzido pelo exercicio, que é definido como a

broncoconstricdo das vias aereas apds a realizacdo do exercicio fisico (Tan e Spector,
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1998). O broncoespasmo induzido pelo exercicio é uma condi¢do limitante para a préatica
de exercicios fisicos em individuos asmaticos em qualquer faixa etéria (adultos e criancas).
Interessantemente, baixos niveis de atividade fisica foram associados a hiperreatividade
brénquica em criangas asmaticas (Brasholt, Baty e Bisgaard, 2010).

Poucos estudos clinicos se propuseram a elucidar o efeito do treinamento aerdbio
sobre a inflamacdo das vias aéreas. Mendes e cols. (2010) mostraram que um programa de
treinamento aerdbio de 12 semanas aumentou o numero de dias livres dos sintomas clinicos
da asma e, além disso, reduziu o nimero de eosinéfilos presentes no escarro de pacientes
com asma moderada e grave. Franca-Pinto e cols. (2015) observaram reducdo da
hiperresponsividade bronquica e reducdo dos niveis séricos de IL-6 e da proteina
quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1). Porém, ndo foram observadas alteracdes na
expressdo de IL-5, IL-8 e IL-10 ap6s 12 semanas de treinamento aer6bio. Melhora na
qualidade de vida foi observada nestes dois estudos.

Os modelos experimentais de asma sdao uma importante ferramenta utilizada para o
avanco da nossa compreensao dessa complexa doencga respiratéria, que envolve varios tipos
celulares, e se relaciona a diferentes fenotipos (Pelaia e cols., 2015). A ovalbumina (OVA),
proteina isolada do ovo, é classicamente utilizada na inducdo de modelos experimentais de
asma. Animais sensibilizados e expostos a OVA, submetidos a um protocolo de
treinamento aerdbio apresentam atenuacdo das principais alteracGes fisiopatoldgicas
presentes na asma, a saber, a inflamacdo das vias aéreas, 0 remodelamento pulmonar e a
hiperresponsividade brénquica (Vieira e cols., 2004; Patsva e cols., 2004; Silva e cols.,
2010; Hewitt e cols., 2010).

De maneira recorrente em modelos experimentais, o treinamento aerobio reduz a
expressao de citocinas caracteristicas de uma resposta imune do tipo Th2, responsaveis por

orquestrar o processo inflamatorio na asma, resultando no recrutamento e permanéncia de
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celulas inflamatorias nas vias aéreas, estimulo a sintese de IgE pelas células B e
hiperresponsividade brénquica. Assim, o treinamento aerébio se mostra capaz de modular
parametros inflamatorios e estruturais das vias aéreas, conferindo a ele um papel
imunomodulador (Patsva e cols., 2004; Vieira e cols., 2007; Silva e cols., 2010).

O efeito benéfico do treinamento aerébio em modelos experimentais de asma pode
ser constatado a longo e médio prazo, ou até mesmo de forma aguda, com apenas uma unica
sessao de exercicio fisico de moderada intensidade (Patsva e cols., 2004; Vieira e cols.,
2007; Hewitt e cols., 2008). No entanto, mais estudos sdo necessarios para 0 avanco da
nossa compreensao dos mecanismos subjacentes, aos efeitos benéficos proporcionados pelo
treinamento aerdbio na asma, beneficios estes, que sdo capazes de modular a resposta
inflamatdria e o remodelamento das vias aéreas.

Patsva e cols. (2004) foram os primeiros autores a investigarem o papel do
treinamento aer6bio em um modelo experimental de inflamagdo pulmonar alérgica cronica.
Esses autores mostraram que o treinamento aerébio de moderada intensidade ( 50-75% VO2
Méaximo) reduz a expressao da molécula de adesdo celular 1 (VCAM-1) e induz menor
ativacdo do fator de transcricdo NFk-B no pulmdo desses animais. Dugger e cols. (2013)
mostraram que o treinamento aerdbio altera a capacidade migrat6ria de células T isoladas a
partir dos pulmdes de camundongos sensibilizados e expostos a OVA, devido a reducdo das
quimiocinas CCL1 e CCL17.

Outra célula de essencial importancia na fisiopatologia da asma é o linfécito B, ou
simplesmente célula B. As células B desempenham um papel crucial na imunidade
adaptativa dos mamiferos, através de sua capacidade de detectar e processar antigenos, se
diferenciarem em plasmocitos, ou seja, celulas especializadas na producdo de anticorpos
(Chan e cols., 2015). A IgE é o anticorpo envolvido nas respostas alérgicas, sendo que a

formacdo do complexo antigeno-anticorpo, ou seja, a ligacdo especifica do antigeno ao
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anticorpo, decorre com a degranulacéo de células como mastocitos, basofilos e eosindfilos e
consequentemente, a liberacdo de varios mediadores inflamatorios.

A alteragdo dos niveis séricos de IgE pelo treinamento aerobio é controversa na
literatura. Vieira e cols. (2007) e Olivo e cols. (2012) ndo observaram alteragéo de IgE em
animais sensibilizados e expostos & OVA e submetidos & um protocolo de treinamento
aerébio. No entanto, Da Silva e cols. (2010) observaram reducdo de IgE, quando os
animais sensibilizados e expostos a OVA, foram treinados anteriormente ao processo de
sensibilizacdo. Patsva e cols. (2004), também observaram reducdo dos niveis séricos de IgE
especifica a OVA em animais sensibilizados e expostos a OVA, submetidos a um protocolo

de treinamento aerdbio apos o inicio do processo de sensibilizagdo.

1.3 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado um dos mais importantes
sistemas reguladores da homeostase cardiovascular e hidroeletrolitica. A sua influéncia
sobre as fungdes cardiovasculares e renais é extremamente ampla e complexa, envolvendo
multiplos mediadores, receptores e mecanismos de sinalizacao intracelular variados (Santos
e cols., 2000; Santos e cols., 2008). Classicamente o SRA era considerado como uma via
hormonal circulante onde o substrato liberado pelo figado, 0 angiotensinogénio, uma a-
glicoproteina era hidrolisada na circulacdo pela aspartil protease, renina, secretada pelas
células justaglomerulares dos rins, formando assim o dectapeptideo Ang I. Por sua vez, a
enzima conversora de angiotensina (ECA), uma metaloproteinase predominante na
circulacdo pulmonar, remove dois aminoacidos C-terminais (His-Leu) da Ang | formando o
octapeptideo Ang Il, considerado o principal peptideo ativo do SRA (Paul, Mehr e Kreutz,
2006). No entanto, atualmente sabe-se que outros peptideos podem ser formados, incluindo
Ang-(2-8) Ang IlI, Ang-(3-8) Ang IV, Ang-(1-7), Ang-(1-12), Ang-(1-9) e Alamandina. A

cascata de formacdo do SRA e as principais enzimas e receptores envolvidos estdo
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sumarizados na Figura 2 (Santos e cols., 2003; Paul, Mehr e Kreutz, 2006; Santos e cols.,

2008; Lautner e cols., 2013).

Il
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ACE _ACE2
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Figura 2. Visdo simplificada da cascata de formacdo dos peptideos do sistema renina-
angiotensina e seus principais receptores. ACE, Enzima Conversora de Angiotensina I; ACEZ2,
Enzima Conversora de Angiotensina tipo 2; Ang, angiotensina; AOGEN, angiotensinogénio; AT1,
Receptor de Angiotensina Tipo 1; AT2, Receptor de Angiotensina Tipo 2; MAS, receptor da Ang-
(1-7); MrGD, receptor da familia Mas acoplado a proteina G do tipo; NEP, Endopeptidase neutra;
PEP, prolil-carboxipeptidase; PRR, Receptor de pre-pro-renina. Extraido de Etelvino, Peluso e
Santos, 2014.
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Estudos realizados nas duas ultimas décadas mostraram que além do eixo classico,
formado por ECA/ANg 11/ Receptor AT1, existe um segundo eixo formado por ECA2/Ang-
(1-7)/Receptor Mas (Santos e cols., 2003; Santos e cols., 2008). Evidéncias sugerem que 0
equilibrio entre a ativacdo destes dois eixos, desempenha um importante papel na
manutencdo da homeostase de varios 6rgdos e sistemas. Um desequilibrio favorecendo o
eixo Ang IlI/ ECA/ Receptor AT1, por outro lado, pré-dispde a incidéncia de doencas
cardiovasculares (Passos-Silva, Verano-Braga e Santos, 2013). Adicionalmente, estudos
recentes mostram que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Receptor Mas esta relacionado na
fisiopatologia da asma (EL-Hashim e cols., 2012; Rodrigues-Machado e cols., 2013;
Magalhées e cols., 2015 ).

Por muitos anos a Ang-(1-7) foi considerada como um peptideo inativo do SRA.
Este conceito comecou a mudar apds estudos de Schiavone e cols, (1988), que
demonstraram que a Ang-(1-7) foi equivalente a Ang Il para estimular a liberagdo de
vasopressina de explantes hipotalamo-neurohipofisarios e Campagnole-Santos e cols.
(1989) que descreveram reducdo da pressao arterial apds microinjecdo de baixas doses de
Ang-(1-7) no nucleo do trato solitario. Atualmente a Ang-(1-7) é considerada um peptideo
biologicamente ativo do SRA, que apresenta acdes anti- inflamatoria, anti-fibrética, anti-
hipertensiva, anti-proliferativa, anti-arritmimogénica, anti-angiogénica e vasodilatadora.
Essas acOes sdo opostas as acOes exercidas pela Ang Il via receptor AT1. Fato este que
torna esse peptideo particularmente interessante (Santos e cols., 2003; Santos e cols., 2008;
Passos-Silva, Verano-Braga e Santos, 2013).

A maioria das agdes da Ang-(1-7) sdo mediadas pelo receptor Mas, um receptor de
membrana acoplado a proteina G. Até 0 momento, todas as a¢Oes desencadeadas pela Ang-
(1-7) via receptor Mas sdo bloqueadas pelo peptideo D-Ala’-Ang-(1-7), o A779,

considerado antagonista seletivo deste receptor. O receptor Mas estd amplamente
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distribuido em vérios tecidos como o cérebro, coracdo, rim, pulmao, endotélio e leucécitos
(Santos e cols., 2003; Simdes e Silva e cols., 2013; Magalhaes e cols., 2015).

O bloqueio do receptor Mas aumenta a fosforilacdo das proteinas ERKYz e IkB-a e 0
namero de células inflamat6rias no LBA de camundongos submetidos a um modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica aguda (EL-Hashim e cols., 2012). Além disso, o A779
acentua a fibrose hepética e a liberagdo da potente citocina pro-fibrética, o TGF-p, em um
modelo experimental de fibrose hepética (Pereira e cols., 2007) e exacerba as alteracdes
histopatoldgicas presentes na musculatura esquelética de camundongos Mdx, que

representam um modelo experimental de distrofia muscular (Acuné e cols., 2014).

1.4 Sistema Renina-Angiotensina e Asma

Muitos estudos mostraram que o SRA, além de suas conhecidas a¢des nas funcdes
cardiovasculares e renais, desempenha um papel relevante na patogénese das doencas
inflamatorias (Ruiz-Ortega e cols., 2001; Capettini e cols., 2012). A presenca de varios
componentes do SRA em células do sistema imune (macréfagos, linfécitos, células
dendriticas e neutrofilos) fornece uma base molecular para a sua atuacdo nas doencas
inflamatdrias (Simdes e Silva e cols., 2013).

As acbes pro-inflamatorias exercidas pelo SRA sdo atribuidas a Ang 11, atuando
através do receptor AT1. Niveis elevados de Ang Il foram observados em individuos
apresentando asma severa grave. Além disso, a administracdo intravenosa de Ang Il
provocou broncoconstricdo em pacientes com asma moderada. Adicionalmente, a Ang Il
potencializa a agdo broncoconstritora induzida pela metacolina nas via aéreas de humanos
tanto in vivo quanto in vitro (Millar e cols., 1994; Millar e cols., 1995). Em pacientes
asmaticos e na via aérea de ratos, o efeito broncoconstritor foi atribuido a ativacdo do

receptor AT1 (Myou e cols., 2000; Sakai e cols., 2010).
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O recrutamento de leucdcitos para os tecidos € um evento coordenado que envolve a
producdo de quimiocinas e moléculas de adesdo (Simdes e Silva e cols., 2013). A regulacdo
migratéria de leucdcitos e a sua ativacdo por quimiocinas sdo funcgdes potencialmente
importantes na indugdo de reacdes inflamatorias agudas e crénicas (Conti e DiGioacchino,
2003). Interessantemente a Ang Il estimula a expressdo das quimiocinas, MCP-1 e
RANTES, em modelos experimentais. Além disso, este potente peptideo também é capaz
de induzir a sintese de quimiocinas em células endoteliais humanas (Mateo e cols., 2006).
Vaérios trabalhos sugerem o bloqueio do receptor AT1 como uma estratégia farmacol6gica
para o tratamento de patologias inflamatdrias, evidenciando assim, o papel irrevogavel
conferido a Ang Il nos processos inflamatorios.

Recentemente trés estudos mostraram que 0 eixo contra-regulatério formado por
ECA2/Ang-(1-7)/Receptor Mas, tambem pode influenciar a resposta inflamatoria aguda ou
crénica em modelos experimentais de asma (EL-Hashim e cols., 2012; Rodrigues-Machado
e cols., 2013; Magalhées, e cols., 2015). Os efeitos da Ang-(1-7) mediados pelo receptor
Mas, em sua maioria, se opGem aos efeitos da Ang Il, através do receptor AT1, como
sumarizado na Figura 3, em relacdo as ac¢Oes ndo cardiovasculares do receptor Mas. Neste
contexto Ang-(1-7), através do receptor Mas, exerce efeitos inibitdrios sobre o recrutamento
celular e o remodelamento pulmonar.

EL-Hashim e cols. (2012) mostraram que camundongos submetidos a um modelo
agudo de inflamacdo pulmonar alérgica e tratados com Ang-(1-7), apresentaram reducao do
namero de células inflamatorias no LBA, reducdo do infiltrado de células inflamatérias nas
regides perivascular e peribronquica. Adicionalmente, a Ang-(1-7) reduziu a expressao das
moléculas de sinalizagdo celular ERK % e IkB-a. Corroborando com esses dados, nosso
grupo mostrou que a Ang-(1-7) modula negativamente a expressdo de citocinas

relacionadas a resposta imune do tipo Th2, a expressdo génica de colageno do tipo | e
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colageno do tipo 111 no tecido pulmonar. Os animais tratados com Ang-(1-7) apresentaram
uma arquitetura pulmonar semelhante a arquitetura pulmonar apresentada pelos animais do
grupo controle (Magalhdes e cols., 2015). Em outro trabalho do nosso grupo, nés
mostramos que o tratamento com AVE 0991, um anélogo ndo peptidico da Ang-(1-7),
atenuou o remodelamento pulmonar e a hiperreatividade das vias aéreas, induzida por

carbacol, uma substancia broncoconstritora (Rodrigues Machado e cols., 2013).

1.5 Angiotensina-(1-7) e Exercicio Fisico

Um dos mecanismos pelos quais o treinamento aerdbio exerce seus efeitos benéficos
é atraves do equilibrio entre a atividade do eixo formado por ECA/Ang Il/ Receptor AT1 e
0 eixo formado por ECA2/ Ang-(1-7)/ Receptor Mas (Shah e cols., 2012). Gomes-Filho e
cols. (2008) investigaram o efeito do treinamento de natacdo sobre os niveis plasmaticos e
cardiacos de Ang-(1-7) em ratos SHR. O treinamento de natacdo induziu um seletivo e
substancial aumento de Ang-(1-7) no ventriculo esquerdo de ratos SHR (Gomes-Filho e
cols., 2008). Além disso, potencializou o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) sobre os anéis
da artéria aorta de ratos SHR (Silva e cols., 2011). Por outro lado, camundongos com
deficiéncia genética do receptor Mas (Mas-KO), ndo se beneficiam do processo de
hipertrofia fisiologica induzida pelo treinamento de natacdo (Guimaraes e cols., 2012).
Estes animais apresentam aumento da expressdo génica de colageno tipo | e colageno tipo
I11, associado a aumento dos niveis de Ang Il no ventriculo esquerdo (Guimarées e cols.,
2012).

Em conjunto, esses dados sugerem que o treinamento aerdébio é capaz de ativar o
eixo ECA2/Ang-(1-7)/Receptor Mas, aumentando os niveis cardiacos de Ang-(1-7) e
potencializando o efeito vasodilatador da Ang-(1-7). Além disso, a hipertrofia fisioldgica

induzida pelo treinamento aerobio, parece envolver a participacdo do receptor Mas.
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Até o presente momento ndo ha na literatura estudos que avaliaram a participa¢édo do
SRA nos efeitos induzidos pelo treinamento aerébio em um modelo de asma aguda ou
cronica. Considerando que a interagdo Ang-(1-7) receptor Mas reduz a inflamagéo e o
remodelamento em modelos experimentais de asma. O treinamento aerdbio desempenha
um papel imunomodulador atenuando as alteracGes fisiopatoldgicas da asma. Além disso, o
treinamento aerdbio aumenta os niveis teciduais de Ang-(1-7) em modelos de hipertensao
arterial. Nossa hipdtese ¢ que parte dos efeitos benéficos induzidos pelo exercicio na

fisiopatologia da asma podem estar relacionados a ativacao do receptor Mas.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos efeitos ndo cardiovasculares da Ang-(1-7) via receptor
Mas, em diferentes tecidos e processos. (A) Moléculas de sinalizacdo envolvidas nas a¢des da Ang-
(1-7). As moléculas em verde e vermelho indicam ativacdo ou inibicdo da Ang-(1-7)/receptor Mas
respectivamente. As setas verdes indicam ativacdo ou efeitos positivos e as linhas vermelhas
indicam inibicao dos processos. (B) As principais consequéncias ndo cardiovasculares da Ang-(1-7)
em cada processo. Extraido de Passos-Silva, Verano-Braga e Santos, 2013.
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2 OBJETIVO GERAL E ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o envolvimento da Ang-(1-7) nos
efeitos produzidos pelo treinamento fisico sobre a inflamacéo e o remodelamento de vias
aéreas em camundongos submetidos a um modelo de inflamacao pulmonar alérgica cronica

induzida por ovalbumina (OVA).

2.2 Estratégia experimental
Avaliar o efeito da infusdo cronica do antagonista do receptor da Ang-(1-7), receptor
Mas, (A779) em animais sensibilizados e expostos a OVA e submetidos a treinamento
aerobio de moderada intensidade, sobre:
1) o grau de inflamacdo pulmonar, avaliando-se a atividade de enzimas marcadoras
de células inflamatorias e o grau do infiltrado celular no tecido pulmonar;
2) o grau de remodelamento brénquico e pulmonar, avaliando-se a deposicdo de
matriz extracelular e espessura da parede alveolar;
3) a expressao proteica do receptor Mas e de fibronectina no tecido pulmonar por
Western blotting;
4) o grau de imunizacdo pela dosagem de IgE especifica para OVA no plasma.
5) as adaptacBes fisioldgicas ao treinamento aerdbio através do TEMP e da

expressdo génica do PGC1-a no musculo soleo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Nesse estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c, que no
inicio do protocolo experimental tinham 8 semanas de idade e pesavam entre 20-25 gramas.
Os animais foram obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO), do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos em ambiente com
luminosidade e temperatura controlada (periodo de claro/escuro de 12/12 h) e alimentados
com agua e racao apropriada. O projeto, contendo todos os procedimentos cirdrgicos e
experimentais descritos a seguir, foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CEUA), da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo n° 11/ 2014).

3.2 Grupos Experimentais
Os animais foram aleatoriamente divididos nos seguintes grupos (inicialmente com 8

animais por grupo):

- Camundongos Controle- Sedentarios (CTRL —SED)

- Camundongos Controle- Treinados (CTRL-TRE)

- Camundongos Controle- Treinados-A779 (CTRL-TRE-A779)

- Camundongos Asmaticos- Sedentarios (OVA-SED)

- Camundongos Asmaticos- Treinados (OVA-TRE)

- Camundongos Asmaticos- Treinados-A779 (OVA-TRE- A779)

3.3 Inducéo de inflamacgdo pulmonar alérgica cronica (Asma)
A inducdo da asma foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Vieira e

cols. (2007) e ilustrado na Figura 4. Os animais foram sensibilizados por injecdes
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intraperitoneal (i.p.) de ovalbumina (OVA; 20 pg/ animal) diluida em solugéo salina (0,5 ml
NaCl 0.9%) nos dias 0, 14, 28 e 42°. No 21° do protocolo experimental, os animais foram
submetidos a inalagcdo com OVA (1%) diluida em NaCl 0,9 %, trés vezes por semana, com
duracgdo de 30 minutos por sessdo, até o 46° dia do protocolo experimental. A inalagdo dos
animais foi realizada em caixas de acrilico (30cm x 15cm x 20cm) acopladas ao
Nebulizador Ultrassonico (Soniclear Pulmosonic Star; Frequéncia: 50/60 Hz). Os grupos
controle, ndo sensibilizados, receberam a administracdo intraperitoneal de solugcdo salina
(0,5 ml, NaCl 0.9%) e foram inalados com solucdo salina (NaCl, 0.9%). Esses
procedimentos foram realizados nos mesmos dias e com a mesma duragdo a dos animais
submetidos a sensibilizagdo (asmaéticos). Setenta e duas horas ap6s a Ultima inalacdo os
animais foram eutanasiados, os tecidos e amostras de sangue foram coletados, congelados e

armazenados a -80°C para posterior anélise.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado no presente estudo.
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3.4 Treinamento Aerobio
Os animais foram inicialmente adaptados a uma esteira motorizada (GAUSTEC

Magnetismo, Brasil), por 3 dias (15 min, 0,2 Km/h). Quarenta e oito horas apds o periodo
de adaptacdo, os animais foram submetidos ao primeiro teste de esforco maximo
progressivo (TEMP), que consistiu em 5 minutos de adaptacdo (0,2 km/h) seguido pelo
aumento progressivo da velocidade da esteira (0,1 Km/h a cada 2,5 min) até que fosse
atingida a fadiga dos animais, isto é, até que eles ndo fossem capazes de continuar correndo,
mesmo apos 10 estimulos mecénicos suaves no dorso do animal. O TEMP foi repetido apds
2 semanas de treinamento com o intuito de adequar e manter a intensidade de treinamento
dos animais a 60% da velocidade méxima. Ao término do periodo de treinamento foi

realizado o Ultimo TEMP.

Determinamos como sendo a intensidade de treinamento de 60% o valor
correspondente a media aritmética da velocidade méaxima de cada animal em cada grupo.
Assim, os camundongos foram treinados a uma intensidade moderada (60% da velocidade
méaxima) durante 60 minutos/ dia, 5 dias por semana. O treinamento aerobio teve inicio no
21° dia do protocolo juntamente com o inicio da nebulizagdo com OVA (grupo asmético) ou
com solucdo salina (controle) e terminou no 46° dia do protocolo. O treinamento era
realizado sempre no periodo da manha (8-12h) e a inalagdo no periodo da tarde (14-18h), de

maneira que, havia um intervalo de pelo menos 4 horas entre os procedimentos.

3.5 Infusdo com antagonista do receptor Mas, A779
Para a realizagdo do bloqueio crénico do receptor Mas, 0s animais foram
anestesiados com uma solucdo de ketamina (60 a 80 mg/kg) associado a xilazina (8 a 15

mg/kg) por via intraperitoneal para implantagdo de mini-bomba osmotica ALZET® modelo
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1004 (taxa infusdo= 0,11 pl/hora). A mini-bomba foi preparada no dia anterior ao implante,
conforme recomendacdo do fabricante e, implantada no tecido subcutineo, da regido
interescapular, do dorso do animal. A taxa de infuséo do A779 foi de 1ug/h durante 28
dias. A implantacéo da mini-bomba osmética ocorreu no 19° dia do protocolo experimental.
Os animais treinados sensibilizados (OVA) ou ndo (Controle) foram infundidos com

solugéo de NaCl 0,9%.

3.6 Avaliagao do peso dos animais

Todos os animais foram pesados no dia 0, 14°, 28°, 42° e 49° (dia da eutanasia).

3.7 Eutanasia dos animais

Setenta e duas horas apds a Ultima inalagdo com OVA, os animais foram
anestesiados com uma solucdo de ketamina (60 a 80 mg/kg) associado a xilazina (8 a 15
mg/kg) por via intraperitoneal. Apo0s a anestesia, a traquéia foi exposta e isolada com um
fio de sutura, a seguir a veia jugular foi isolada para a coleta de sangue. Apo6s a coleta de
sangue, realizamos uma toracotomia esternal para a retirada dos pulmdes. Os pulmdes dos
animais de todos os grupos foram sub-divididos para a analise histologica, dosagem de
citocinas e expressao de receptores da seguinte forma: o pulméo esquerdo foi fixado em
formol tamponado a 10%; os lébulos do pulméo direito foram divididos, colocados em
tubos de polietileno, congelados imediatamente em gelo seco e posteriormente armazenados

em freezer -80°C para posterior utilizagao.

3.8 Avaliagéo dos niveis séricos de IgE
Para determinar os niveis de imunoglobulina E (IgE) foi coletado 1 ml de sangue de

cada camundongo com pipeta de Pasteur. As amostras foram transferidas para tubos de
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polietileno e mantidas no gelo. A quantificacdo dos niveis de IgE especifica para OVA foi
realizada pelo método de ELISA, segundo especificacdo do fabricante do kit comercial

Shibayagi, Mouse anti-OVA IgE.

3.9 Analise histologica

Fragmentos do pulméo foram desidratados, diafanizados, parafinados e incluidos em
parafina. Cortes de aproximadamente 4 um de espessura foram obtidos e corados com
hematoxilina e eosina (H&E) para determinacdo da espessura do parénquima pulmonar, e

tricromio de Gomori para determinacdo da deposicdo de matriz extracelular.

3.9.1 Remodelamento das vias aéreas; deposicdo de matriz extracelular
Foram capturados aleatoriamente 5 imagens em cada regido do pulméo (superior,
media e inferior) no aumento de 400x. A area das vias aéreas, para analise foi determinada
utilizando o programa Image Pro Plus IPWin 4. O namero de pixels compreendidos na area
de deposicdo de matriz extracelular nas vias aéreas foi obtido a partir da imagem real, a
seguir o software apresenta uma imagem binaria com o valor correspondente a deposi¢do de

matriz extracelular nas vias aéreas.

3.9.2 Remodelamento das vias aéreas; Espessamento da parede alveolar

Foram capturados aleatoriamente 5 imagens em cada regido do pulméo (superior,

media e inferior) no aumento de 400x. A éarea da parede alveolar, para analise, foi
determinada utilizando o programa Image Pro Plus IPWin 4. O ndmero de pixels
compreendidos entre as paredes alveolares foi obtido a partir da imagem real, a seguir o

software apresenta uma imagem binaria e a medida da area correspondente em pum2.
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3.9.3 Escore histoldgico de inflamacéao
Foram avaliadas a quantidade de células inflamatdrias em 10 campos de cada regido
do pulmdo, peribrénquica, perivascular e do parénquima, através de método semi-
quantitativo estabelecido por um escore: 1= auséncia de inflamacéo, 2= inflamagé&o leve, 3=
inflamacdo moderada, 4= inflamacdo grave (Magalh&es e cols., 2015). Para esta analise, as
laminas foram numeradas por outro pesquisador para que a avaliacdo fosse feita de forma

duplo-cega.

3.9.4 Indice de broncoconstri¢do
As vias aéreas de cada animal foram analisadas no aumento de 200x. A éarea da via
aerea referente a membrana basal epitelial foi medida e denominada de perimetro externo
(PE). A area referente a extremidade do epitélio respiratorio foi medida e denominada
como perimetro interno (PI). A relacéo entre estes dois perimetros (PE/PI), foi considerada

como sendo o indice de bronconconstri¢ao (Vieira e cols., 2007)

3.10 Técnica de Westem blotting

A expressdo proteica do receptor Mas e fibronectina foi quantificada pela técnica de
Western blotting. As amostras de pulmdo foram homogeneizadas em tampdo de lise
contendo Tris-acetato (50mM, pH 7,4), leuptina (1pg/ mL), aprotinina (1pg/ mL),
pepstatina (1pug/ mL) e phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF,1mM). A concentracdo das
proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). As proteinas
totais solubilizadas (30 pg) foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/
SDS 10% a 100 V, por 1 hora e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose
por nova eletroforese. Em seguida, para evitar ligacOes inespecificas, as membranas foram

bloqueadas com Tris-Base 1M, pH 7,6 (1x) contendo 0,1 de tween 20(TBS-T) e 5% de leite
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em po desnatado overnight. Apo6s o bloqueio, as membranas foram incubadas com o
anticorpo primario (Rabbit Anti-Mas, diluicdo de 1:200; produzido em nosso laboratorio/
Cell Signaling/ Rabbit Anti-Fibronectin, 1:200) overnight a 4°C. No dia seguinte as
membranas foram lavadas com TBS-T 1x e incubadas com o anticorpo secundario
(IRDye® 680 Conjugated Goat (polyclonal) Anti-Mouse 1gG(H+L), diluicdo 1:10.000, Li-
cor Biosciences) diluido em TBS-T 1x por 1 hora & temperatura ambiente. O excesso de
solucéo foi retirado com TBS-T 1X, as membranas foram visualizadas e quantificadas no
aparelho scanner Odissey. Como controle enddgeno, foi utilizado o anticorpo monoclonal

Anti-GAPDH (dilui¢do 1:000, sigma, MO, EUA).

3.11 Avaliacéo da expressao do mRNA de PGC1-a por qRT-PCR

O mausculo séleo foi rapidamente dissecado, congelado em gelo seco e estocado em -
80°C para posterior extracdo do RNA. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando-se
o0 protocolo original do TRIzol reagent (Invitrogen, San Diego, CA). As amostras foram
homogeneizadas utilizando tubos Precelysis MK28 e 500ul de Trizol em uma velocidade de
5500 rpm por 30 segundos. Apo6s homogeneizacdo, as amostras foram mantidas por 10
minutos a temperatura ambiente e adicionado 100ul de cloroférmio (Sigma). Apoés 5
minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000
rom a 4°C. O sobrenadante, foi transferido para novo tubo eppendorf de 1,5ml e
adicionado 250 ul de alcool isopropilico (Sigma). Ap6s um periodo de incubacdo de 10
minutos, a temperatura ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas por 10
minutos e 10000 rpm a 4°C. O precipitado foi entdo lavado com 1ml de etanol 75% em
agua depec e finalmente as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 7500 rpm a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco por 10 minutos, a temperatura

ambiente. A seguir, 12 ul de agua depec foi adicionado em cada amostra e estas foram
32



aquecidas por 10 minutos a 55°C. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em gelo
até sua leitura em Nanodrop (ThermoScientific). Foram tratados 1pg de RNA com a
enzima DNAse Amplification Grade (RNase-free) (Sigma AMP-D1) seguindo-se o
protocolo do fabricante. Para o qRT-PCR foi utilizado 1ug de RNA tratado (M-MLV RT,
Invitrogen, M1705) e qPCR 60ng de cDNA (em triplicata). Foi utilizado como controle
endogenos (GAPDH) e SYBR green reagent (Qiagen) na plataforma 384 Wells do aparelho
ViiA™ 7 System (Applied Biosystems). A equacdo 2 **“T foi utilizada para se comparar

0s niveis de expressdo génica entre os grupos (Pfaffl, 2001).

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados

Gene Sequéncia
PGC1-0. FW 5-GGAGCTCCAAGACTCTAGACA-3
PGCl-0. RV 5-CCAAAGTCTCTCTCAGGTAGC-3
GAPDH_FW TGCGACTTCAACAGCAACTC
GAPDH_RV ATGTAGGCCATGAGGTCCAC
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3.12 Determinacdo da atividade de Mieloperoxidase (MPO) e Peroxidase
Eosinofilica (EPO)

O grau de infiltracdo de neutrofilos e eosinofilos no tecido pulmonar foi avaliado
pela atividade da enzima MPO e EPO, respectivamente. A atividade destas enzimas
apresenta correlacdo especifica com o numero destas células no tecido. Assim, o l6bulo
médio do pulm&o direito foi pesado e solubilizado em tampdo fosfato de sédio, pH 5,4
(Iml/mg), as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para posterior dosagem de citocinas. O
precipitado foi ressuspendido em salina contendo EDTA (1ml/ mg de tecido), centrifugado
a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e adicionado NaCl 0,2% e
NaCl1,6% contendo glicose 5% gelada (1Iml/ mg de tecido). As amostras foram
centrifugadas novamente, o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em
tampédo fosfato contendo HTAB 5% e homogeneizado por 30 segundos (vortex). AS
amostras foram congeladas e descongeladas seguidamente por 3 vezes em nitrogénio
liquido, e submetidas novamente a centrifugacdo e o sobrenadante coletado para o ensaio.
Para se determinar a atividade da mieloperoxidase (MPO), 75 ul do sobrenadante de cada
amostra foi adicionado em placas de 96 pocos em duplicata, incubado com 75 ul de tampéo

contendo TMB/H202 por 30 minutos a 37°C. Para interromper a reagdo adicionamos 75 pl
de HZSO4. A densidade oOptica foi medida em 450 nm. Para se determinar a atividade da

enzima Peroxidase Eosinofilica (EPO), 75 ul do sobrenadante de cada amostra foi

adicionado em placas de 96 pogos, incubado com 75 pl de tampao mais OPD/HZO2 por 30
minutos a 37°C ao abrigo da luz. A reagao foi interrompida com 75 pl de HZSO4 ea

densidade Optica foi medida em 492 nm.
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3.13 Tecnica para dosagem da atividade de N-acetilglucosaminidase (NAG)

O grau de infiltracdo de macrofagos no tecido pulmonar foi avaliado pela atividade
da enzima NAG. O precipitado obtido no processamento do pulmdo, acima descrito, foi
ressuspendido em 2,0 mL de solucdo salina 0,9% com Triton X-100 a 0,1% gelado. As
amostras foram homogeneizadas em vortex até a obtencdo de uma suspensdo homogénea e,
posteriormente foram centrifugadas & 3.000 rpm durante 10 minutos. A seguir, 100uL do
sobrenadante de cada amostra foi adicionado em placas de 96 pocos em duplicata e a estes
foram adicionados 100uL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-B-D-glicosaminidase), diluido
em tampéo citrato/fosfato pH 4,5, e em seguida, incubadas a 37°C durante 30 minutos. Por
ultimo, foram adicionados 100uL de tampao glicina 0,2M, pH 10,6. A absorbancia foi

medida por espectrofotometria em leitor de Elisa, em comprimento de onda de 400nm.

3.14 Andlise estatistica
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para comparacao
dos resultados foi utilizado o teste one way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls
para os dados paramétricos e ANOVA-Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdes
maltiplas de Dunn para os dados ndo paramétricos. Para analise do TEMP foi utilizado teste
t Student. Para analise do peso corporal foi utilizado teste Two-Way ANOVA seguido do
teste de Bonferroni. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05. As anélises foram

realizadas com o auxilio do software Graph Prism (Verséo 5.0)
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4. RESULTADOS

4.1 Expressao génica do PGCl-a

O PGCl-a é uma proteina co-ativadora que se liga a varios fatores de transcrigéo,
levando a aumento da expressdo de genes envolvidos na biogénese mitocondrial e aumento
da funcéo respiratoria, causando aumento da capacidade enzimatica para beta-oxidacdo de
acidos graxos, ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa. Aumento da expressdo de PGC-1a
ocorre em situacdes onde ha& aumento da necessidade energética, como durante o
treinamento fisico e assim, a elevacdo dos niveis de PGCl-a pode ser utilizada como
marcador de treinamento (Russell e cols., 2003 e Calvo e cols., 2008 ). A Figura 5 mostra a
expressdo génica do PGC1l-a no musculo séleo dos animais estudados. Os animais dos
grupos controles, CTRL-TRE e CTRL-TRE-A779 apresentaram maior aumento da
expressao génica do PGCl-a (3,19 + 0,44 u.a. e 3,56 + 0,68 u.a., respectivamente; Figura
5A) quando comparados aos animais do grupo CTRL-SED (1,21 £ 0,21 u.a.; Figura 5A).
Da mesma forma, os animais asmaticos treinados, OVA-TRE, apresentaram maior aumento
da expressdo génica do PGC1-o (1,85 + 0,14 u.a.; Figura 5B), quando comparados aos
animais do grupo OVA-SED (0,96 + 0,15 a.u.; Figura 5B). Os animais do grupo OVA-
TRE-A779 apresentaram tendéncia de aumento dos niveis de mRNA para PGCl-a (1,62 +
0,48 u.a. vs 0,96 + 0,15 a.u., p<0.05, teste t de Student; Figura 5B). Esses dados sugerem
que o blogueio do receptor Mas com A779, ndo interfere com o aumento da expressao
génica do PGC1l-a que ¢ desencadeado pelo treinamento aerobio em animais controles ou
asmaticos. E interessante observar que nos animais asmaticos treinados o aumento de
PGC1-a é menor em relagdo aos animais controles treinados (1,85 + 0,14 u.a vs 3,19

0,44 u.a; Figura 5B).
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Figura 5. Expressdo do mRNA do PGC1-o no musculo séleo de camundongos sensibilizados
(OVA) ou controles (CTRL), sedentarios (SED) ou treinados (TRE), tratados com A779; n=5-7 por
grupo; *p< 0,05 em comparagdo ao SED (One-Way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).

4.2 Teste de esforco maximo progressivo (TEMP)

A Figura 6 mostra o desempenho fisico dos camundongos avaliado através do teste
de esforco maximo progressivo (TEMP), antes e apds o protocolo de treinamento aerébio.
O tempo maximo realizado neste teste pelos animais do grupo OVA-SED (29 + 1 min;
Figura 6A) foi significativamente menor que o tempo realizado no periodo pré-inalacao, ou
seja, antes da inalacdo com OVA (34,2 £ 1.4 min; Figura 6A). Entretanto, nos animais do
grupo OVA-TRE este tempo foi maior (47,1 £ 2,1 min vs 39,2 £ 1,5 min, antes; Figura 6A),
sugerindo que o treinamento fisico impediu a reducdo de desempenho fisico que é
desencadeada pelo desenvolvimento da asma.

O tratamento com o A779 concomitante ao treinamento aerdbio aboliu este efeito
(Figura 6A). O tempo méaximo realizado pelos animais do grupo OVA-TRE-A779 foi
menor em relacdo ao tempo realizado no periodo pré-inalagdo (31,1+1,6 min vs 40,6+3.8
min, antes; Figura 6A), sugerindo que, pelo menos em parte, o efeito do treinamento se
deve a Ang-(1-7). Como esperado, o grupo CTRL-TRE (Figura 6B) também aumentou o
tempo maximo neste teste. De forma inesperada, os animais do grupo CTRL-SED (Figura

6B) apresentaram aumento no tempo de esforco maximo; enquanto 0s ndo asmaticos
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treinados que receberam A779 (CTRL-TRE-A779 Figura 6B) apresentaram reducdo no

tempo de esforco maximo.

3 Teste Inicial
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Controle Treinado
Controle Treinado A779
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OVA Treinado

OVA Treinado A779

BEpRBp00

Differenca entre os testes, min

Figure 6. Efeito do treinamento aerdbio sobre o desempenho fisico de camundongos néo
sensibilizados (CTRL) ou alérgicos (OVA), treinados (TRE) ou sedentarios (SED) e tratados com o
antagonista do receptor Mas (A779); 6-8 animais por grupo. *p< 0.05 comparado com o 1° teste
(Teste t de Student); *p< 0.05 em comparagdo ao controle sedentario; #p< 0.05 em comparacao ao
OVA-SED; %p< 0.05 em comparacio ao OVA-TER (One-Way ANOVA seguido de Newman-
Keuls).
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4.3. Evolugéo do peso corporal

A tabela 2 e a figura 7 mostram a evolugéo do peso corporal dos animais ao longo

do protocolo experimental. Observamos que os animais do grupo OVA-SED apresentaram

atenuacgédo do ganho de peso corporal (27,93 £ 0,5 g, aos 49 dias) quando comparados com

os animais do grupo CTRL-TRE (30,4 £ 0,79, aos 49 dias).

Tabela 2.

Peso corporal de camundongos ndo sensibilizados sedentarios (CTRL-SED) ou

treinados (CTRL-TRE), alérgicos sedentarios (OVA-SED) ou alérgicos treinados (OVA-TRE), ou

tratados com antagonista do receptor Mas (A779).

N n 0 14 28 42 49

CTRL-SED 6 227802 247504* 2603+04% 2837+09% 286707
CTRL-TRE 7 234704 2586+06% 2776+05% 29,81+05% 3040%0,7*
CTRL-TRE-A779 7 2196%06 2524%02% 2671£03* 2791405 29,43+ 04*
OVA-SED 8 237103 2556+04% 2701+05% 27,04+08% 27938054
OVA-TRE 7 2249403 2426+06% 2649+05% 2049405 296705
OVA-TRE-ATT9 6 2264403 2385405 26,08+02% 2857404* 29,17+ 04*

Valores = média + EPM. *p< 0,05 em comparacao ao tempo zero (antes da 1% imunizacao/ teste t de

Student para observagdes pareadas); #p< 0,05 em compara¢do ao CTRL-TRE (Two-Way ANOVA

seguido do teste de Bonferroni).
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Figura 7. Efeito do treinamento aerébio no ganho de peso corporal de camundongos nédo
sensibilizados treinados (CTRL-TRE), alérgicos (OVA-SED), alérgicos treinados (OVA-TRE),
alérgicos treinados e tratado com antagonista do receptor Mas (OVA -TRE A779); n= 6-8 animais
por grupo; *p<0,05 em comparagdo a CTRL TRE (Two-Way ANOVA seguido do teste de

Bonferroni).

4.4 Niveis séricos de IgE especifica a OVA

A Tabela 3 mostra os niveis séricos de IgE dos animais estudados. A IgE
desempenha um papel central na iniciacdo e propagacdo da cascata inflamatoria na asma.
Os camundongos do grupo OVA-SED apresentaram elevados niveis plasmaticos de IgE
especifica a OVA (13 + 6,6 U/ml) em comparacdo aos animais do grupo CTRL-SED (0,00
+ 0,0 U/ml). No entanto, o treinamento aerdbio aboliu a producdo de IgE, nos animais do
grupo OVA-TRE (0,00 = 0,0 U/ml). De maneira surpreendente os niveis plasmaticos de
IgE também se mostraram elevados nos animais do grupo OVA-TRE-A779 (23 + 9,6

U/ml). Estes dados mostram que o bloqueio do receptor Mas impede o efeito do exercicio
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aerdbio crénico sobre a supressdo da sintese de IgE especifica a OVA em camundongos

sensibilizados e expostos a OVA. Como era esperado, ndo observamos altera¢fes nos niveis

plasmaticos de IgE especifica &8 OVA nos camundongos néo alérgicos (controles) treinados

ou sedentarios.

Tabela 3. Niveis séricos de IgE especifica a OVA em camundongos ndo sensibilizados (CTRL-

SED), ndo sensibilizados treinados (CTRL-TRE), ndo sensibilizados treinados e tratados com o
antagonista do receptor Mas (CTRL-TRE A779), alérgicos (OVA-SED), alérgicos treinados (OVA-

TRE), alérgicos treinados e tratado com antagonista do receptor Mas (OVA-TRE A779).

GRUPOS n IgE, U/ ml
CTRL-SED 5 0,040
CTRL-TRE 5 0,0+0
CTRL-TRE A779 5 0,040
OVA-SED 6 13+6,6
OVA-TRE 6 0,0 £0,0
OVA-TRE A779 5 23+96 ¢

Valores = média = EPM. *p< 0,05 em comparacdo ao CTRL-
SED; ®p< 0,05 em comparacio ao OVA-TRE (ANOVA-

Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdes multiplas de

Dunn).
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4.5 Escore inflamatério

A IgE é necesséria para o inicio do processo inflamatorio das vias aéreas, uma vez
que induz a infiltragcdo e o acimulo de células inflamatorias no tecido pulmonar. Avaliamos
cortes histologicos do pulmao e classificamos o infiltrado através de um escore inflamatorio
(Magalhées e cols., 2015). A sensibilizacdo e inalacdo com OVA aumentou de maneira
significativa o infiltrado de células inflamatdrias, em torno das vias aéreas na regido
peribronquica (3,5 + 0,28 u.a. vs 1,6 £ 0,3 u.a no CTRL-SED; Figura 8 A), na regido
perivascular (3,6 £ 0,07 u.a. vs 1,3 £ 0,13 u.a. no CTRL-SED; Figura 8 B). No entanto, o
treinamento aerdbio atenuou o infiltrado de células inflamatérias na regido peribrénquica
(2,3 £ 0,34 u.a.; Figura 8 A), perivascular (2.0 0,51 u.a.; Figura 8 B) em relacdo aos
animais do grupo OVA-SED. Porém, observamos que a intensidade do infiltrado de células
inflamatorias no grupo dos animais OVA-TRE A779 na regido peribrénquica (3,2 £ 0,23
u.a.; Figura 8 A) e perivascular (3,1 + 0,30 u.a.; Figura 8 B) foi semelhante ao grupo OVA-
SED. Observamos aumento no infiltrado de células inflamatérias na regido do parénquima
pulmonar, dos animais dos grupos OVA-SED (2,6 £ 0,5 u.a) e OVA TRE-A779 (2,8 £0,2
u.a) quando comparados ao grupo CTRL-SED (1,1+ 0,1u.a). N&o observamos alteracdes
no numero de células inflamat6rias nos animais dos grupos ndo sensibilizados, ou seja,
controles sedentarios ou treinados. Estes dados mostram que o bloqueio do receptor Mas
atenua o efeito do treinamento aerdbio sobre o infiltrado de células inflamatdrias em

diferentes regides do pulméo de camundongos submetidos ao modelo de asma cronica.
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Figura 8. Box plots de escore histol6gico do infiltrado inflamatério na regido peribronquica (A),
perivascular (B) e do parénguima pulmonar (C) nos grupos Controle e OVA. As caixas mostram o
primeiro e o terceiro quartil, as barras mostram intervalos de 10% e 90%, e a linha horizontal
representa o valor médio. Os resultados estdo apresentados como média + EPM. n= 5-8 por grupo;
*p< 0.05 em comparagdo ao controle sedentario (SED); #p< 0.05 em compara¢do ao OVA-SED;
&p< 0.05 em comparagéo a0 OVA-TRE (One-Way ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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4.6 Ensaio de Atividade enzimética (MPO, EPO e NAG)

ApOs observarmos que houve aumento do infiltrado de células inflamat6rias no
tecido pulmonar por histologia, avaliamos o acUimulo de neutrofilos, eosinofilos e
macrofagos no tecido pulmonar atraves da determinagdo da atividade das enzimas, MPO,
EPO e NAG, respectivamente. Observamos maior atividade da enzima MPO nos animais
do grupo OVA-SED (1,55+ 0,14 DO/mg; Figura 9A) em compara¢do ao grupo controle
SED (0,95 £0,13 DO/mg; Figura 9A). No entanto, o treinamento aerdbio foi capaz de inibir
a atividade da MPO nos animais do grupo OVA-TRE (1,01+ 0,06 DO/mg Figura 9A).
Surpreendentemente, a atividade dessa enzima nos animais alérgicos, treinados e
submetidos a infusdo com o antagonista do receptor Mas, A779, ndo foi diferente
(1,51+0,11 DO/ mg; Figura 9A) da apresentada pelos camundongos do grupo OVA-SED
(1,55£ 0,14 DO/mg; Figura 9A).

A atividade da enzima EPO se comportou de maneira semelhante a enzima MPO.
Observamos aumento da atividade da enzima EPO nos animais do grupo OVA-SED (0,38
0,03 DO/mg; Figura 9B) em comparagdo aos animais do grupo CTR-SED (0,25 + 0,04
DO/mg; figura 9B). No entanto, o treinamento aerdbio foi capaz de atenuar a atividade
dessa enzima (0,24 + 0,02 DO/mg; Figura 9B), ou seja, reduzir o acumulo de eosindfilos no
tecido pulmonar. Apesar de observarmos uma tendéncia, a atividade da enzima EPO, ndo
estava significativamente alterada nos animais do grupo OVA-TRE-A779 (0,30 = 0,03
DO/mg figura 9 B). N&o observamos diferenca na atividade da enzima NAG tanto nos
grupos dos animais ndo sensibilizados, quanto no grupo dos animais alérgicos (Figura 9C).

Em conjunto, esses dados mostram que o blogqueio do receptor Mas, atenua o efeito
do treinamento aerébio sobre a infiltracdo e atividade enzimatica de neutrdfilos e
eosinofilos, no entanto o bloqueio do receptor Mas parece ndo influenciar na infiltracao e

atividade enzimaética de macrofagos.
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Figura 9. Efeito do treinamento aerébio sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO,
DO/mg de tecido), peroxidase eosinofilica (EPO, DO/mg de tecido) e N-acetilglucosaminidase
(NAG, DO/mg de tecido) no tecido pulmonar de camundongos controle ou OVA, sedentarios (SED)
ou treinados (TRE), tratados com A779. Os resultados estdo apresentados como média + EPM. n=
5-8 animais por grupo; *p< 0,05 em comparacdo ao CTRL-SED; #p< 0,05 em comparacdo aoc OVA-
SED:; %p<0,05 em comparagdo ao OVA-TRE (One-Way ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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4.7 Anédlise da deposicdo de matriz extracelular nas vias aéreas

A Figura 10 apresenta imagens representativas de cortes histoldgicos do pulméo de
animais dos grupos estudados, mostrando a deposic¢do de matriz extracelular, caracteristica
do remodelamento pulmonar presente na asma. Como esperado, camundongos do grupo
OVA-SED apresentaram acentuada deposi¢do de matriz extracelular (34 + 2 %; Figura 11)
em comparagao ao grupo CTRL-SED (15 + 2 % ; Figura 11). No entanto, a deposicdo de
matriz extracelular foi atenuada pelo treinamento aerébio de moderada intensidade (OVA-
TRE= 17 = 2 %; Figura 11). Surpreendentemente, a deposi¢édo de matriz extracelular nos
animais do grupo OVA-TRE-A779, néo foi diferente (32 £ 1 %, Figura 11) da apresentada
pelos camundongos do grupo OVA-SED. Estes dados mostram que o blogqueio do receptor
Mas impede o efeito do treinamento aerdbio sobre a deposi¢do de matriz extracelular nas
vias aéreas de camundongos alérgicos. Como era esperado, ndo observamos alteracdes na
deposicdo de matriz extracelular nas vias aéreas dos camundongos nao alérgicos (controle)

treinados ou sedentarios.
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Figura 10. Imagens representativas de cortes histologicos do pulm&o mostrando a deposicéo de
matriz extracelular nas vias aéreas de camundongos nao sensibilizados controle (CTRL-SED; A),
ndo sensibilizados treinados (CTRL-TRE; B), ndo sensibilizados controle treinado e tratado com o
antagonista do receptor Mas (CTRL-TRE-A779; C) alérgicos controle (OVA-SED; D) alérgicos
treinados (OVA-TRE; E) alérgicos treinados e tratados com o antagonista do receptor Mas (OVA-
TRE- A779; F).
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Figura 11. Area de deposicio de matriz extracelular na via aérea, expressa em porcentagem. Vias
aéreas de camundongos controle ou asmatico (OVA), treinados ou sedentarios e tratados com o
antagonista do receptor Mas( A779), N= 4-5 por grupo. Os resultados estdo apresentados como
média + EPM. *p< 0.05 em comparacao ao controle sedentério; #p< 0.05 em comparacdo ao OVA-
sedentario ; *p< 0.05 em comparacdo ao OVA-treinado (One-Way ANOVA seguido de Newman-
Keuls).
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4.8 Expressao proteica de fibronectina no tecido pulmonar

Como mostrado na Figura 12, os animais OVA-SED apresentaram aumento na
expressao de fibronectina quando comparados aos animais do grupo CTRL- SED (0,007176
+ vs 0,004555 £ 0,0). O treinamento aerdbio parece impedir o aumento da expressdo de
fibronectina, uma vez que ndo observamos diferenca na expressdo de fibronectina nos
animais OVA-TRE (0,006473 + 0,0 vs 0,00457 £ 0,0) e os animais do grupo CRTL-SED.
No entanto, os animais do grupo OVA-TRE-A779 (0,008755 £0,0) apresentaram aumento
da expressdo de fibronectina quando comparado aos animais do grupo CTRL-SED
(0,004555 + 0,0) e OVA-TRE (0,006473 + 0,0). Estes dados sugerem que a atenuacao da
expressdo de fibronectina induzida pelo treinamento fisico em animais asmaticos pode ser

dependente da ativacdo do receptor Mas.
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Figura 12. Efeito do treinamento aerébio na expresséo proteica de fibronectina no tecido pulmonar
de animais controle (CTRL) ou asméticos (OVA). Valores foram normalizados por GAPDH. n=4
animais por grupo. SED= sedentarios. Os resultados estdo apresentados como média £ EPM. *p<
0.05 em comparag&o ao controle sedentério; *p< 0.05 em comparacéo ao OVA-treinado (One-Way
ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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4.9 Analise do espessamento da parede alveolar

A Figura 13 mostra imagens de cortes histologicos de pulmao dos animais estudados
ilustrando o espessamento da parede alveolar. Observamos que o0s animais do grupo OVA-
SED apresentaram aumento da espessura da parede alveolar (2.6 + 0.2 um?; Figura 14) em
comparagio aos animais do grupo CTRL-SED (1.5 + 0.07 pm?). No entanto, o treinamento
fisico atenuou o espessamento da parede alveolar (1.8+ 0.09 pm? vs 1.5 + 0.07 um? no
CRTL-SED). Da mesma forma que os parametros anteriores, o tratamento com A779
preveniu o efeito do exercicio fisico, uma vez que a espessura da parede alveolar dos
animais do grupo OVA-TRE-A779 ndo foi diferente (3 + 0.3 um?) da apresentada pelos
camundongos OVA-SED (2.6 + 0.2 um?). Como era esperado, ndo observamos alteracdes
na espessura da parede alveolar dos camundongos nao alérgicos (controle) treinados ou

sedentarios.

Figura 13. Imagens representativas de cortes histoldgicos do pulmao mostrando a parede alveolar
de camundongos néo sensibilizados controle (CTRL-SED, A), ndo sensibilizados treinados (CTRL-
TRE, B,), ndo sensibilizados treinados e tratados com o antagonista do receptor Mas (CTRL-TRE-
AT7T79), alérgicos controle (OVA-SED, D), alérgicos treinados (OVA-TRE, E), alérgicos treinados e
tratados com o antagonista do receptor Mas (OVA-TRE-A779, F).
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Figura 14. Espessamento da parede alveolar, expresso em pm?. Efeito do treinamento aerobio
(TRE) sobre a espessura da parede alveolar de animais controle ou asméticos (OVA) e tratados com
antagonista do receptor Mas (A779). Os resultados estdo apresentados como média + EPM. *p<
0,05 em comparacdo ao CTRL-SED; *p< 0,05 em comparacido ao OVA-TRE (One-Way ANOVA

seguido de Newman-Keuls).

4.10 indice de broncoconstricio

A Figura 15 mostra imagens de cortes histoldgicos do pulméo dos animais estudados
ilustrando o indice de broncoconstricdo. Observamos que ndo houve alteracao significante
no indice de broncoconstriccdo nos animais os asmaticos (1,9 = 0,06 u.a.; Figura 16) ou nos
animais OVA-TRE (2,0 £ 0,09 u.a) em comparacdo aos animais CTRL-SED (1,8 + 0,04 u.a,
no). Para nossa surpresa, 0s animais do grupo OVA-TRE-A779 apresentaram aumento no

indice de broncoconstricdo (2,9 + 0,25 u.a) quando comparados a todos 0s outros grupos.

50



Figura 15. Imagens representativas de cortes histologicos do pulmdo mostrando bronquiolos de
camundongos ndo sensibilizados controle (CTRL-SED, A), ndo sensibilizados treinados (CTRL-
TRE, B,), ndo sensibilizados treinados e tratados com o antagonista do receptor Mas (CTRL-TRE-
AT79), alérgicos controle (OVA-SED, D), alérgicos treinados (OVA-TRE, E), alérgicos treinados e
tratados com o antagonista do receptor Mas (OVA-TRE-A779, F).
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Figura 16. Indice de broncoconstrigo. Efeito do treinamento aerdbio (TRE) sobre o indice de
broncoconstricdo de animais controle ou asméticos (OVA) e tratados com antagonista do receptor
Mas (A779). Os resultados estdo apresentados como média £+ EPM. *p< 0,05 em comparagdo ao
controle sedentario; *p< 0,05 em comparagio a0 OVA-TREinado (One-Way ANOVA seguido de

Newman-Keuls).
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4.11 Expressao proteica do receptor Mas

Como pode ser observado na Figura 17 ndo houve alteracdo significante na expressédo do

receptor Mas em todos 0s grupos estudados.
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Figura 17. Efeito do treinamento aer6bio (TRE) sobre a expressao proteica do receptor Mas no
tecido pulmonar de animais controle ou asmaticos (OVA) e tratados com antagonista do receptor
Mas (A779). Valores foram normalizados por GAPDH. n=4 animais por grupo. Os resultados

estdo apresentados como média + EPM. (One-Way ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo mostramos que o bloqueio do receptor Mas atenua os beneficios
do treinamento aerdbio relacionados a inflamagdo e ao remodelamento das vias aéreas em
camundongos submetidos a um protocolo de inflamacdo pulmonar alérgica crénica. Esses
dados sugerem que os efeitos anti-inflamatérios e anti-fibroticos atribuidos ao treinamento
aerdbio dependem, pelo menos em parte, da ativacao do receptor Mas.

A primeira preocupacdo do presente trabalho foi verificar se os animais submetidos
ao treinamento aerobio, controles ou asmaticos, ou tratados com antagonista do receptor
Mas estavam treinados. Utilizamos como indicativo de treinamento a determinacdo da
expressdo do mRNA para PGC1-a, considerado marcador de treinamento fisico, uma vez
que este cofator que modula a transcricdo e estd relacionado a biogénese mitocondrial
induzida pelo exercicio (Calvo e cols., 2008). Os animais dos grupos CTRL-TRE, OVA-
TRE, CTRL-TRE-A779 apresentaram aumento da expressédo de PGCl-a. O grupo OVA-
TRE-AT779 apresentou tendéncia ao aumento da expressdo génica do PGC1-q.

E interessante observar que os animais submetidos ao protocolo de asma e que
treinaram apresentaram aumento menor de PGCl-o que 0s animais ndo asmaticos
(controles), sugerindo que o animal asmatico apresenta alteracdo na adaptacdo da
musculatura esquelética ao treinamento aerdbio. No entanto, mesmo apresentando menor
adaptacdo ao treinamento de corrida, esses animais apresentaram efeitos benéficos com
relacdo ao desenvolvimento das alteracdes fisiopatoldgicas da asma, como, atenuacdo da
inflamacdo e do remodelamento pulmonar. O tratamento com A779 néo interferiu no efeito
do treinamento sobre a expressdo de PGC1l-a em animais asmaticos ou controles. Qutro
aspecto importante, ndo foram observadas alteragcdes significativas na evolucdo do peso
corporal dos animais, exceto os animais do grupo OVA-SED apresentaram reducdo no

ganho de peso em comparacéo aos animais do grupo CTRL-TRE.
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Na literatura alguns trabalhos indicam que o treinamento aerobio melhora a
capacidade fisica de pacientes e de animais em modelos experimentais de asma (Vieira e
cols., 2007; Silva e cols., 2010; Mendes e cols., 2011; Franga- Pinto e cols., 2015).
Utilizando o TEMP, observamos que os camundongos treinados controle ou asmaticos
apresentaram melhora no desempenho fisico. No entanto, os animais do grupo OVA-TRE-
AT779 ou CTRL-TRE-A779 apresentam reducdo do desempenho fisico. Curiosamente 0s
animais do grupo CTRL-SED apresentaram aumento no TEMP final. N&o existem estudos
na literatura que avaliaram o efeito do bloqueio do receptor Mas no desempenho fisico.
Estudos anteriores em nosso laboratério mostraram que animais com deficiéncia genética
do receptor Mas [Mas-KQO] submetidos a treinamento de natacdo apresentaram elevada
expressdo génica de colageno tipo | e tipo 111 no ventriculo esquerdo, quando comparados a
animais Wild Type (WT) treinados (Guimarées e cols., 2012). No entanto, no estudo de
Guimaraes e cols. (2012) ou no presente trabalho, ndo foram observadas alteragdes durante
0 protocolo didrio de treinamento (comunicacdo pessoal), sugerindo que nao ha
impedimento quanto a realizagdo do exercicio fisico de intensidade moderada mas sim,
reducdo da capacidade maxima ou desempenho maximo ao exercicio. Este resultado deve
estar relacionado a altera¢fes induzidas pelo antagonista do receptor Mas, A779 nas vias
aéreas, no pulmdo, na musculatura esquelética e cardiaca, entre outros. Estudos futuros
deverdo ser realizados para esclarecer este achado e a interferéncia deste em nossos
resultados.

A regulacdo da sintese de IgE influéncia de forma importante 0 processo
inflamatdrio na asma. A formacdo do complexo antigeno/anticorpo na superficie celular
dos mastocitos desencadeia uma resposta alérgica que envolve a sua degranulagdo e a
liberacdo de mediadores lipidicos pro-inflamatérios, dando inicio ao recrutamento e

ativacdo de celulas inflamatdrias para as vias aéreas (Hannah e Sutton, 2008). De maneira
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semelhante aos dados apresentados por Patsva e cols. (2004), o treinamento aerdbio foi
capaz de impedir o aumento dos niveis plasméaticos de IgE especifica a OVA em
camundongos submetidos ao modelo crénico de asma. De maneira surpreendente
mostramos que o tratamento com o A779 bloqueou o efeito do treinamento aerdbio sobre os
niveis de IgE. De fato, os animais do grupo OVA-TRE-A779 apresentaram valores de IgE
mais elevados que os animais do grupo OVA-SED. Esses dados estdo de acordo com 0s
publicados recentemente por nosso grupo (Magalhées e cols., 2015), em que se mostrou que
a infusdo cronica de Ang-(1-7) reduz os niveis séricos de IgE em camundongos
sensibilizados e expostos a OVA. Nossos dados sugerem que a modulacdo negativa da
sintese de IgE promovida pelo treinamento aerébio em camundongos sensibilizados e
expostos & OVA dependem da ativacdo do receptor Mas.

Uma das limitagcdes do nosso estudo é o fato de ndo termos dosado as citocinas que
participam do processo inflamatério na asma. Sabe-se que a IL-4 e IL-13 estdo
relacionadas com o aumento da producdo de IgE, pelas células B. Evidéncias crescentes
mostram que o treinamento aer6bio pode modular a resposta imune em modelos de
inflamacdo pulmonar alérgica cronica, reduzindo a expressdo de citocinas relacionadas a
resposta Th2 e aumentando os niveis de IL-10, citocina responsavel por desempenhar um
papel anti-inflamatério (Vieira e cols., 2007). Outro achado interessante do nosso estudo,
que poderia ser melhor elucidado pela dosagem de citocinas, refere-se ao aumento do indice
de broncoconstricdo observado nos animais do grupo OVA-TRE-A779. Uma vez que
sabemos que a IL-13 se correlaciona com a hiperreatividade das vias aéreas e a producao de
muco. Outros trabalhos ndo observaram diferenca no indice de broncoconstricao nos
animais treinados, sensibilizados e expostos & OVA, quando comparados aos animais

controles sedentarios ou treinados (Vieira e cols., 2007; Olivo e cols., 2012). Estudos
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futuros deverdo mostrar se 0 A779 altera o efeito modulatério do exercicio fisico sobre a
liberacdo de citocinas em um modelo de inflamacdo pulmonar alérgica cronica.

No presente estudo avaliamos a presenca de neutrofilos, eosinéfilos e macréfagos no
tecido pulmonar, atraves da quantificacdo das enzimas produzidas por esses tipos celulares.
Os eosindfilos sdo importantes células efetoras envolvidas em doengas alérgicas. Uma vez
presentes nos tecidos produzem uma variedade de mediadores inflamatérios e espécies
reativas de oxigénio, gerando radicais livres e liberando granulos toxicos. Estes granulos
toxicos contem varias proteinas citotoxicas basicas, que sdo conhecidas como proteina
béasica principal, proteina eosinofilica catidnica, neurotoxina eosinofilica e Peroxidase
Eosinofilica (EPO). A EPO é exclusivamente produzida por eosinofilos e por tanto é
utilizada com marcador especifico desse tipo celular (Erpenbeck e cols., 2003). Outro tipo
celular presente na resposta inflamatoria das vias aéreas € o neutrdfilo. O neutréfilo possui
granulos azurdéfilos onde se encontra a enzima Mieloperoxidase (MPO). Esta enzima é
usada com sucesso como um marcador de neutréfilos no pulméo e no miocardio isquémico
(Cross e cols., 2003; Mullane, e cols., 1985). A N-acetilglucosaminidase (NAG) é uma
enzima lisossdmica produzida por macrofagos ativados (Bailey, 1988). Nossos dados
mostraram que o A779 impediu a reducdo da infiltracdo de neutréfilos no pulméao de
animais asmaticos que é induzida pelo treinamento fisico. No entanto, o A779 ndo
interferiu com a migracdo de eosinofilos, que também é reduzida pelo exercicio fisico.
Interessantemente a migracao de macrdéfagos ndo foi afetada pelo treinamento aerébio ou
pelo A779.

A presenca dos diferentes tipos celulares envolvidos na asma pode ser acessada
utilizando-se variadas técnicas experimentais, como ensaio de atividade enzimatica,
contagem diferencial de células presentes no LBA, imuno-histoquimica e citometria de

fluxo. Nossos dados, através da avaliacdo da atividade de enzimas caracteristicas de
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diferentes tipos celulares, estdo de acordo com os resultados obtidos por Vieira e cols
(2007) e Olivo e cols. (2012). Estes autores mostraram que o treinamento aerébio reduz o
numero de eosindfilos no LBA e a densidade de linfocitos e eosinoéfilos no tecido pulmonar,
de animais submetidos a um modelo cronico de asma. A redugdo da densidade
peribronquica de eosindfilos e de linfdcitos T, em animais alérgicos e treinados também foi
observada por Silva e cols. (2010). Interessantemente, neutrofilos e eosinofilos isolados de
pacientes asmaticos, quando estimulados in vitro com o alérgeno ao qual o paciente esta
sensibilizado, apresentam altos niveis de MPO e EPO, respectivamente (Monteseirin e cols.,
2001; Erpenbeck e cols., 2003). Os resultados do presente estudo avancam no
conhecimento mostrando que o efeito do exercicio fisico sobre a migracdo de ceélulas
inflamatorias para o pulmao depende, pelo menos para neutréfilos, da ativagdo do receptor
Mas, uma vez que, este efeito foi prevenido pelo antagonista, A779.

Estudos prévios mostraram que a delecdo genética do receptor Mas, ou 0 seu
bloqueio farmacologico com o A779, estd associado a um perfil pro-inflamatorio (Da
Silveira e cols., 2010; EL-Hashim e cols., 2012). Por outro lado, a infuséo cronica de Ang-
(1-7), ou do agonista do receptor Mas, o AVE 0991, induz a atenuagdo de processos
inflamatorios (Da Silveira e cols., 2010; Rodrigues-Machado, 2013; Magalhdes e cols.,
2015). A presenca do receptor Mas em varias celulas do sistema imune fornece uma base
molecular para a atuagcdo da Ang-(1-7) ( Simdes e Silva e cols., 2013). Conferindo assim,
um papel endégeno para o receptor Mas no controle da resposta inflamatoria.

A inflamacdo das vias aéreas na asma é um processo multicelular que envolve
eosinofilos, neutrofilos, linfécitos e mastocitos, sendo a infiltracdo eosinofilica sua
caracteristica mais marcante (Kay, 2005). O recrutamento de leucdcitos para os tecidos é
um evento que ocorre de forma coordenada, e envolve a participacdo de inumeras

quimiocinas e moléculas de adesédo celular (Simdes e Silva e cols., 2013). A sensibilizacéo
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e exposicdo a OVA desencadeiam Vvarios processos que resultam no recrutamento,
infiltracdo e permanéncia de leucécitos no tecido pulmonar, contribuindo assim para o dano
e reparacao tecidual, presentes no modelo de inflamagéo pulmonar alérgica crénica.

Nossos dados referentes ao escore histoldgico, através do qual avaliamos o grau de
infiltracdo de células inflamatoérias no pulmao, sugerem que o treinamento aerébio modula
negativamente o acumulo de células inflamatdrias em diferentes regides do tecido pulmonar
e que a ativacdo do receptor Mas é importante para esse processo. Resultados semelhantes
foram obtidos por Magalhaes e cols. (2015) que mostraram que a infuséo crénica de Ang-
(1-7) reduz o infiltrado de células inflamatdrias em diferentes regides pulmonares. Além
disso, Da Silveira e cols. (2010) mostraram que a ativacdo do receptor Mas, através do seu
agonista o AVE 0991, reduz a adesdo e o rolamento de leucdcitos em um modelo
experimental de artrite.

Um componente chave da asma é a mudanca estrutural que envolve todos os
elementos das paredes das vias aéreas, o remodelamento (Holgate, 2008). O
remodelamento pode ser definido como um conjunto de alteracbes estruturais das vias
aéreas, que incluem descamacdo do epitélio, fibrose sub-epitelial, massa aumentada do
musculo liso das vias aéreas, diminuicdo da distancia entre as células do epitélio e o
musculo liso presente nas vias aéreas, hiperplasia das glandulas mucosas, proliferacdo de
vasos sanguineos, edema das vias aéreas e alteracdes da cartilagem (Sumi e Hamid 2007).

Um achado consistente em nosso estudo foi a maior deposicao de matriz extracelular
nas vias aéreas, observada nos animais do grupo OVA. O treinamento aerébio impediu a
deposicdo de matriz extracelular nos animais do grupo OVA-TRE e este efeito benéfico foi
prevenido pelo A779. Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores que mostraram
que, animais submetidos a um modelo crénico de asma apresentam aumento de deposicéo

de matriz extracelular. Além disso, o remodelamento das vias aéreas pode ser atenuado, ou
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até mesmo revertido, pelo treinamento aerdbio (Vieira e cols., 2007; Silva e cols., 2010;
Silva e cols., 2014). Nossos dados sugerem que o efeito benéfico do treinamento aerdbio
sobre a deposicdo de matriz extracelular nas vias aéreas estad associado a ativagdo do
receptor Mas. Consistente com o0s Ultimos achados, observamos através da técnica de
Western blotting, aumento da expressdo proteica de fibronectina no tecido pulmonar dos
animais do grupo OVA-TRE-A779. No entanto, em nosso estudo o treinamento fisico ndo
apresentou efeito claro sobre a expresséo de fibronectina, embora os valores ndo tenham
sido diferentes do grupo controle-sedentario. Adicionalmente observamos que 0s animais
do grupo OVA-TRE-A779 apresentaram aumento do espessamento da parede alveolar,
resultante do acimulo de células inflamatdrias.

Estudos anteriores mostraram que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas esta
relacionado aos efeitos benéficos do treinamento aerébio sobre condicGes fisiopatoldgicas,
como a hipertensao arterial e a insuficiéncia cardiaca (Gomes-Filho e cols., 2008; Kar e
cols., 2010; Silva e cols., 2011; Agarwal e cols., 2011; Shah e cols., 2012). Nesses
trabalhos observa-se que o treinamento aerébio reduz a ativacao do eixo classico do SRA, e
concomitantemente ativa o eixo protetor do SRA, formado por ECA2/ Ang-(1-7)/ receptor
Mas. No presente estudo ndo observamos alteracdo na expressdo proteica do receptor Mas,

no pulmao dos camundongos dos grupos estudados.

Shan e cols. (2012), utilizando um modelo de hipertensdo arterial (2K1C),
mostraram que a infusdo crénica de Ang-(1-7) atenuou a hipertensdo e a hipertrofia cardiaca
apenas em ratos treinados (natacdo), sendo que esse efeito ndo foi observado em animais
sedentarios. Além disso, esses autores também observaram aumento da expressdo do
receptor Mas e do receptor AT2 no ventriculo esquerdo desses animais. Gomes-Filho e
cols. (2008) observaram aumento da expressdo proteica do receptor Mas e dos niveis de

Ang-(1-7) no ventriculo esquerdo de ratos SHR treinados. Além disso, Silva e cols. (2011)
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observaram aumento da expressdo proteica do receptor Mas na aorta de ratos SHR
treinados. Nesse estudo, o treinamento aerdbio potencializou o efeito vasodilatador da Ang-
(1-7) nos aneis de aorta apenas dos animais treinados. Mais importante, estudos anteriores
mostraram que, enquanto os niveis de Ang-(1-7) no pulm&o de animais com inflamacao
alérgica cronica ndo estdo alterados ou parecem reduzidos (Rodrigues-Machado e cols.,
2013; Magalhdes e cols., 2015), os niveis de Ang-(1-7) no plasma e tecidos aumentaram
com o treinamento fisico (Gomes-Filho e cols., 2008; Guimardes e cols., 2012; Cangussu,
2012-tese de doutorado). Outra limitacdo de nosso estudo foi ndo termos realizado a
medida dos niveis de Ang-(1-7) na circulacdo e no pulmdo dos animais estudados.

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou pela primeira vez, que a ativagdo do
receptor Mas pode mediar os efeitos anti-inflamatérios e anti-fibroticos induzidos pelo
treinamento aer6bio em um modelo experimental de asma crénica. O bloqueio do receptor
Mas nesses animais impediu a atenuagédo da inflamacdo e do remodelamento pulmonar e a
reducdo da sintese de IgE induzida pelo treinamento aer6bio. O entendimento dos
mecanismos desencadeados pelo exercicio fisico, especialmente a identificacdo de novos
mediadores, pode ser de grande importancia para o estabelecimento de novas estratégias
farmacoldgicas para o tratamento de doencas inflamatdrias em pacientes impossibilitados de

praticar atividade fisica.
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