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RESUMO

Introdugado: Os tratamentos ndo farmacologicos para o controle da asma
desempenham um papel significativo na melhoria da qualidade de vida dos pacientes,
complementando a abordagem convencional baseada em medicamentos.
Intervengbes como a educagao sobre a doenga e a pratica regular de exercicios
fisicos, tém demonstrado impactos positivos na gestdo da asma. Objetivo: Avaliar os
efeitos promovidos pela suplementagdo oral com o aminoacido L-glutamina e da
natagdo de moderada intensidade, isoladamente ou associados, sobre os parametros
imunoldgicos e morfofuncionais de um modelo experimental de asma. Materiais e
métodos: 120 camundongos BALB/c fémeas, com 20 gramas aproximadamente e
idades entre 5 e 8 semanas, foram sensibilizados duas vezes com 50 ug de
ovoalbumina (OVA) grade V (i.p.) em intervalos de 7 dias. Sequencialmente, na fase
de desafios os animais receberam instilagdes com 20 yL de uma suspensao contendo
10 yg de OVA grade V durante cinco dias. Como tratamento os animais foram
submetidos a natacdo de moderada intensidade 5 vezes por semana durante quatro
semanas; e receberam o suplemento oral de L-glutamina em doses de 1 g/kg do peso
do animal nos mesmos periodos da natagdo. Foram avaliados o volume corrente,
frequéncia respiratéria e volume-minuto, condicionamento fisico, os niveis de
anticorpos IgE e IgG especificos a OVA e as subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a),
citocinas, lactato plasmatico e histopatologia pulmonar. A analise estatistica foi
realizada pelo Graph Pad Prism 6. Resultados: Apds seguir um programa de natagao
e suplementacdo por quatro semanas, os camundongos demonstraram melhora no
condicionamento fisico, reducéo na liberagao de lactato plasmatico, recuperacao dos
parametros respiratorios basais, diminui¢do nos niveis de citocinas com perfil Th2 (IL-
5) e aumento nas citocinas regulatérias (IL-10) e com perfil Th1 (IFN-y). Além disso,
observou-se uma restauragao histolégica nos pulmdes. Contudo, entre os grupos
analisados, nao foram registradas variagdes significativas na resposta imunoldgica
humoral dos animais asmaticos submetidos as terapias utilizadas. Conclusao: A
natacao e a suplementagcdo com L-glutamina demonstraram um impacto significativo
no efeito anti-inflamatério da asma experimental. Identificou-se que as terapéuticas
aplicadas modularam as respostas imunologicas associadas a asma. A combinagao
dessas duas abordagens mostrou efeitos sinérgicos, reduzindo a inflamagao
brébnquica na asma experimental.

Palavras-chave: Asma Brénquica; Exercicio Aerdbico; Glutamina; Imunoalergologia.



ABSTRACT

Introduction: Non-pharmacological treatments for asthma control play a significant
role in improving the quality of life for patients, complementing the conventional drug-
based approach. Interventions such as disease education and regular physical
exercise have demonstrated positive impacts on asthma management. Aim: Evaluate
the effects promoted by oral supplementation with the amino acid L-glutamine and
moderate-intensity swimming, either individually or combined, on the immunological
and morphofunctional parameters of an experimental model of asthma. Materials and
Methods: 120 female BALB/c mice, weighing approximately 20 grams and aged
between 5 and 8 weeks, were sensitized twice with 50 pg of ovalbumin (OVA) grade
V (i.p.) at 7-day intervals. Sequentially, during the challenge phase, the animals
received instillations of 20 yL of a suspension containing 10 pg of OVA grade V for five
days. As a treatment, the animals underwent moderate-intensity swimming five times
a week for four weeks and received oral supplementation of L-glutamine at doses of 1
g/kg of the animal's weight during the same periods as swimming. Parameters
evaluated included tidal volume, respiratory rate, minute volume, physical conditioning,
specific IgE and IgG antibody levels to OVA, IgG subclasses (IgG1 and IgG2a),
cytokines, plasma lactate, and lung histopathology. Statistical analysis was performed
using Graph Pad Prism 6. Results: After following a swimming and supplementation
program for four weeks, mice showed improved physical conditioning, reduced release
of plasma lactate, recovery of baseline respiratory parameters, decreased levels of
Th2 profile cytokines (IL-5), increased regulatory cytokines (IL-10), and Th1 profile
cytokines (IFN-y). Additionally, histological restoration in the lungs was observed.
However, among the analyzed groups, no significant variations were recorded in the
humoral immune response of asthmatic animals subjected to the therapies used.
Conclusion: Swimming and L-glutamine supplementation demonstrated a significant
impact on the anti-inflammatory effect of experimental asthma. It was identified that
the applied therapies modulated immune responses associated with asthma. The
combination of these two approaches showed synergistic effects, reducing bronchial
inflammation in experimental asthma.

Keywords: Bronchial Asthma; Aerobic Exercise; Glutamine; Immunology and Allergy.
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1 INTRODUGAO

A asma € uma doencga inflamatéria cronica heterogénea das vias aéreas que
acometeu mais de 260 milhées de pessoas em todo o mundo em 2019 (BUSH, 2019),
variando de 1% a 18% da populacdo (ASHER et al., 2017; SORIANO et al., 2020).
Embora os mecanismos fisiopatolégicos da asma ainda ndo sejam totalmente
compreendidos, pode-se concluir que € uma doenga inflamatéria crénica multifatorial
das vias aéreas que leva a sintomas clinicos como chiado, falta de ar, aperto no peito
e, as vezes, tosse (BUSH, 2019).

Um mecanismo molecular essencial associado a asma ¢é a inflamacéao do tipo 2,
presente na maioria (embora ndo em todos) dos pacientes com essa condigao. As
respostas imunolégicas tipo 2 (T2) nas vias aéreas sao predominantemente
conduzidas por células epiteliais, nervos sensoriais do tipo C, células linfoides inatas
do grupo 2 (ILC2), eosindfilos, mastécitos, basofilos, células T auxiliares do tipo 2
(Th2), células B produtoras de IgE, entre outras (PIUNENBURG; FLEMING, 2020;
HABIB; PASHA; TANG, 2022).

A inflamagdo e a remodelagdo patoldgica das vias aéreas sao elementos
essenciais na manifestacdo da asma. As principais modificagdes histopatologicas
dessas vias sdo o aumento na deposi¢cao de proteinas da matriz extracelular e
proteoglicanos, dano epitelial, hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas
das vias aéreas, metaplasia das células caliciformes e hipersecrecao de muco,
angiogénese, neuroplasticidade das vias aéreas e fibrose subepitelial (BOULET,
2017; BOULET, 2018; KISTEMAKER; PRAKASH, 2019).

Apesar do amplo uso de corticosteroides inalados para gerenciar a asma, essas
abordagens nao conseguem reverter o processo continuo de remodelagao patoldgica
das vias aéreas (BOULET, 2018; VARRICCHI et al., 2022). Portanto, ha necessidade
nao atendida na asma, podendo ser suplementada com estratégias terapéuticas
inovadoras. Evidéncias recentes sugerem que o condicionamento fisico aerdbico
(RAMACHANDRAN et al., 2021) e a suplementacao exdgena com aminoacidos nao
essenciais, como a glutamina (OLIVEIRA et al., 2016), podem resultar na atenuagéo
do processo inflamatério de doengas cronicas pulmonares, como a asma.

A realizagdo desta pesquisa € motivada pela necessidade de compreender os
efeitos da combinagao entre a suplementagao oral com L-glutamina e a natacéo de
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moderada intensidade sobre os parametros clinicos da asma experimental, visando
potenciais indicagdes de terapias nao farmacoldgicas que sejam aplicadas a doencga
e melhorem o estado clinico dos animais. Assim, os resultados alcangcados podem
fornecer insights para investigag¢des futuras envolvendo pacientes humanos.

Embora haja evidéncias na literatura de que a suplementagdo com L-glutamina
aumenta sua biodisponibilidade nos fluidos corporais e beneficia processos
metabdlicos e imunoldégicos, como a producédo de energia para células de rapida
divisdo e a atividade antioxidante, ndo ha ainda confirmagdo sobre seu uso em
pacientes com doencgas alérgicas, como a asma. Diante desse cenario, esta pesquisa
se dedica a explorar o sinergismo da combinagao da suplementagdo com o exercicio

fisico, contribuindo para o avanco do conhecimento nessa area especifica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FISIOPATOLOGIA DA ASMA

A asma, que atingiu cerca de 260 milhdes de pessoas em todo o mundo em
2019 (BUSH, 2019), € uma condi¢ao inflamatéria crénica heterogénea das vias
respiratorias. Uma caracteristica distintiva da asma € a restrigao variavel do fluxo de
ar, manifestando-se por sintomas como falta de ar, tosse, sibilancia e aperto no peito
(BUSH, 2019; VARRICCHI et al., 2022). A diversidade do disturbio imunoldgico se
reflete em diferentes fendtipos e endotipos, que diferem em causas, mecanismos
patogénicos, sintomas e gravidade (VARRICCHI et al., 2022).

Com fundamentagdo na principal rota imuno-inflamatoria em questdo, séo
descritos distintos endoétipos para categorizar a asma, incluindo o tipo 2-alto (T2-alto),
tipo 2-baixo (T2-baixo) e subtipos mistos. Esses enddtipos englobam diversas vias
fisiopatoldgicas comuns, abrangendo subtipos genéticos e epigenéticos, aspectos
metabdlicos, neurais e de remodelagcédo (AGACHE, 2019; CEVHERTAS et al., 2020;
AGACHE et al., 2021).

Na asma T2-alto, estimulos do sistema imunologico, como alérgenos,
antigenos virais e bacterianos, desencadeiam a ativagao de células efetoras primarias
envolvidas no processo inflamatério alérgico, como mastdcitos e eosinofilos, por meio
da interagao com IgE especifica (BARTEMES; KITA, 2012; FAHY, 2015). Além disso,
teorias modernas indicam que a imunidade tipo 2 (T2) pode ser predominantemente
impulsionada por disfungdes nos tecidos, particularmente disfuncao das células que
compde a barreira epitelial, em contraste com a ativagdo direta por meio do
reconhecimento de antigenos (AGACHE et al., 2021).

As citocinas derivadas de células epiteliais bronquicas e das células linfoides
inatas do grupo 2 (ILC2) desencadeiam o desenvolvimento asma T2-alto ao estimular
a ativacao das células dendriticas (DC) e induzir alteragdes fenotipicas nas vias
aéreas, como a hiperreatividade brénquica. Isso € seguido pela migragédo das células
dendriticas para os tecidos linfoides secundarios (TLS), onde apresentam o alérgeno
as células T naive, orientando-as em dire¢cao a um perfil T helper 2 (Th2).

Essas citocinas derivadas de células epiteliais brénquicas [Linfopoietina
Estromal Timica (TSLP), Interleucina (IL) 33 e IL-25], conhecidas como alarminas,

atuam iniciando eventos imunoldgicos que intermedeiam a ativagao, sobrevivéncia e
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liberagcdo de citocinas do perfil Th2 pelas ILC2, tais como a IL-4, IL-13, IL-5,
anfiregulina e IL-9 (VARRICCHI et al., 2018; JOHANSSON; MCSORLEY, 2019;
AGACHE et al., 2021; BOROWCZYK et al., 2021).

No entanto, diversos desencadeadores, como proteases em alérgenos
(acaros, fungos, polens, insetos), antigenos virais, bacterianos e estimulos
inespecificos como poluentes, fumaca de cigarro, podem ativar as ILC2. Essa ativagao
€ induzida pelas alarminas, especialmente a TSLP, produzida pelas células epiteliais
das vias aéreas. Essas células ILC2 liberam citocinas como IL-5, IL-13 e IL-9,
resultando em  eosinofilia, hipersecrecdo pela ativagdo de células
caliciformes/remodelamento pela ativacao de fibroblastos produtoras de colageno e
ativacdo de mastécitos. Por outro lado, as ILC2 ndo produzem IL-4, o que leva a
auséncia da produgao de anticorpos IgE pelas células B. Isso caracteriza a asma com
o endotipo T2-alto eosinofilico nao alérgico (RUSSELL; BRIGHTLING, 2017;
GAUVREAU et al., 2020).

O perfil celular fundamental no desenvolvimento da asma T2-alto é constituido
pelos eosindfilos. Essas células e seus mediadores desempenham um papel
fundamental na patogénese tanto da asma mediada por IgE quanto da asma né&o
mediada por IgE, contribuindo para a promog¢ao da asma eosinofilica alérgica e nao
alérgica, respectivamente. Para tanto, a citocina-chave responsavel pela indugao da
quimiotaxia e ativacdo dos eosindfilos € a IL-5 (BARTEMES; KITA, 2012; FAHY,
2015).

A asma T2-baixo apresenta uma complexa heterogeneidade ainda nao
completamente compreendida. Essa condicdo envolve diversos fendtipos,
destacando-se o papel crucial de mastécitos, macrofagos e neutréfilos, ou uma
combinagdo destas células imunologicas (NAIR; SURETTE; VIRCHOW, 2021;
WENZEL, 2021). De forma simplificada, € conhecida como asma nao eosinofilica,
caracterizando-se por diferentes endotipos inflamatérios, predominantemente
associados a agao dos neutrofilos.

Neste contexto, Gauvreau et al. (2020) destacaram a influéncia da TSLP
(linfopoetina estromal timica) produzida pelas células epiteliais em resposta a
estimulos antigénicos como virus, bactérias e poluentes. Essa proteina desencadeia
a ativagdo de macréfagos e células dendriticas, as quais apresentam antigenos as
células T helper, desenvolvendo predominantemente para o perfil Th17. Este perfil é

caracterizado pela producao de citocinas, incluindo IL-17A, IL-17F, IL-22 e TNFa (fator
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de necrose tumoral alfa). Simultaneamente, as células ILC precursoras podem
alternativamente diferenciar-se em células linfoides inatas do grupo 3 (ILC3), atuando
sinergicamente como reguladores importantes da inflamacéo T17. As citocinas
produzidas por essas células ILC3/T17 ativam as células epiteliais bronquiais para a
producao de moléculas promotoras de neutrofilia, como CXCL-8 (quimiocina [C-X-C
motif] ligante 8), conhecida também como IL-8, e GM-CSF (fator estimulador de
colénias de granulocitos-macréfagos).

Além disso, a TSLP desencadeia alteragdes estruturais que contribuem para
o remodelamento da via aérea, envolvendo a ativagdo de células do musculo liso
aéreo, plasmocitos e fibroblastos produtores de colageno (RUSSELL; BRIGHTLING,
2017; GAUVREAU et al., 2020). Ainda, de acordo com Russell e Brightling (2017),
embora raras, a asma pode se manifestar em dois outros endotipos, a
paucigranulocitica, onde nao ha infiltragcao significativa de eosindfilos ou neutrdfilos, e
a mista (eosinofilica e granulocitica), que envolve inflamacao tanto T2 quanto T1/T17,
condigdo inflamatéria que raramente ocorre simultaneamente. Esses autores
destacam que o endotipo T2-baixo isolado genuino pode ser muito menos comum do
que se pensa atualmente. Muitos pacientes com asma do endotipo T2-baixo podem,
na verdade, ter o endotipo T2-alto, que pode estar mascarado pelo uso de
corticosteroides.

Portanto, é importante considerar que sintomas persistentes em pacientes
aparentemente tratados com corticosteroides para T2-baixo podem estar relacionados
a outros mecanismos e fatores, tanto relacionados a asma quanto nao relacionados.
Entretanto, em ambos os enddtipos da asma, o processo imunopatoldgico € complexo
e exige uma expressao coordenada de fatores fibrogénicos e angiogénicos,
resultando em alteragdes estruturais profundas nas paredes brénquicas provocando
o remodelamento das vias aéreas. Essas modificagdes contribuem para a reducao do
calibre das vias aéreas, manifestando-se clinicamente em limitagées no fluxo de ar e
sintomas respiratérios (YICK et al., 2012; LIU et al., 2021).

A reestruturacdo das vias respiratorias pode impactar tanto as vias aéreas de
maior calibre quanto as de menor calibre. Essa condicdo € marcada por modificagdes
como a transformagado das células caliciformes, o acumulo de proteinas na matriz
subepitelial, o desenvolvimento de fibrose, a intensificacdo da expresséo de fatores
angiogénicos, e o aumento da hiperplasia/hipertrofia das células musculares lisas das
vias respiratorias (HOUGH et al., 2020; LIU et al., 2021; VARRICCHI et al., 2022).
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Assim, para o manejo eficiente de pacientes com asma, é essencial encontrar
um equilibrio apropriado entre a aplicagdo de tratamentos personalizados, guiados
pelas diretrizes de gravidade e abordagens especificas adaptadas a medicina de
precisdo. Ajustar as abordagens clinicas e de pesquisa relacionadas a asma diante
de desafios significativos € de extrema importancia para progredir nesse campo
(AGACHE et al., 2021).

Embora o GINA recomende o uso de corticosteroides inalados em todos os
estagios/graus de gravidade da asma (do estagio 1 ao 5) (GINA, 2023) para o controle
dos seus sintomas, essas estratégias ndo conseguem, em muitos casos, reverter o
processo continuo de remodelacdo patolégica das vias aéreas (BOULET, 2018;
VARRICCHI et al., 2022). Portanto, existe uma urgéncia em desenvolver abordagens
terapéuticas inovadoras para atender a essa demanda ndo atendida. Assim, a
indicagao da pratica de exercicios fisicos (VALERIANI et al., 2017) e utilizacdo de
suplementagao exdgena com aminoacidos (KO et al., 2008) constituem uma boa

oportunidade para regulagéo imunoldgica da asma.

2.2 EXERCICIO FiSICO E RESPOSTA IMUNE

Engajar-se em atividade fisica e/ou exercicio fisico, sem depender de
medicamentos, € uma eficaz estratégia para prevenir e tratar diversas doencas
cronicas. Inclusive, algumas evidéncias cientificas tém contribuido para estabelecer
uma relagcdo positiva entre um estilo de vida fisicamente ativo e beneficios para a
saude (GARBER et al., 2011; SCHEFFER; LATINI, 2020).

A pratica regular de exercicios € uma modificagao no estilo de vida destinada
a reduzir a incidéncia e a mortalidade associadas a doengas da civilizacdo, como
obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e cancer. Até recentemente,
acreditava-se que o treinamento regular de exercicios recreativos era benéfico,
enquanto exercicios intensos, realizados por atletas profissionais, poderiam ter
possiveis consequéncias prejudiciais (KUROWSKI et al., 2022).

Gracas a melhoria nas fungbées musculoesqueléticas, cardiorrespiratérias e
metabodlicas, bem como nos aspectos relacionados ao sono, controle da dor,
cognicao, aprendizagem e memoria, a pratica de exercicios fisicos se configura como

uma ferramenta clinica primaria ndo farmacolégica para prevenir diversas doencas
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cuja fisiopatologia estd associada a ativagdo aguda ou sustentada do sistema
imunolégico (LLAMAS-VELASCO et al., 2016; NIEMAN; WENTZ, 2019).

De maneira geral, o exercicio fisico de intensidade moderada e repetida
melhora a resposta da fungdo imunoldgica, fortalece a capacidade antioxidante,
diminui o estresse oxidativo e aprimora a eficiéncia na producdo de energia,
resultando assim na reducgéo da incidéncia de doencgas inflamatdrias (GLEESON et
al., 2011; SCHEFFER; LATINI, 2020).

Em geral, a maioria dos estudos que investigam o impacto do exercicio nos
parametros imunoldgicos e inflamatérios em nivel sistémico concentra-se em
exercicios agudos, em vez de considerar exercicios regulares. Além disso, futuros
estudos devem levar em conta que as células imunoldgicas ndo séo a unica fonte de
proteinas inflamatdrias, como IL-6 e periostina, e que os musculos desempenham um
papel significativo como fontes de proteinas liberadas na corrente sanguinea durante
o exercicio (FEBBRAIO; PEDERSEN, 2002; OZDEMIR et al., 2014).

O exercicio promove a fagocitose, atividade antitumoral, metabolismo reativo
de oxigénio e nitrogénio, além de estimular a quimiotaxia dos macréfagos teciduais
(WALSH et al.,, 2011). Os macréfagos teciduais sdo caracterizados por sua
diversidade e plasticidade, podendo adotar um fenétipo pré-inflamatério (M1) ou anti-
inflamatoério (M2), em resposta a diferentes estimulos. O fendétipo M1 surge da
estimulacdo por ligantes do Receptores Toll-Like (TLR) e IFN-y, enquanto o fendtipo
M2 é resultado da estimulagao alternativa dos macrofagos por IL-4/IL-13 (SICA et al.,
2012).

A transicao do fendtipo de macréfagos M1 para M2 tem sido sugerida como
uma possivel base para os efeitos anti-inflamatérios e, em certa medida,
broncoprotetores do exercicio (KUROWSKI et al., 2022). Até o momento, a influéncia
do exercicio nas polarizagbes dos macrofagos tem sido predominantemente
investigada em modelos animais, nos quais a transigao do fenétipo de macréfagos M1
para M2 foi observada (GOH; GOH; ABBASI, 2016; RUFFINO et al., 2016).

Poucos estudos tém se dedicado a investigagao das células dendriticas (CDs)
no contexto do exercicio. Devido ao seu papel na instrugcao de células T naive durante
o processo de diferenciagao, as CDs podem impactar a intensidade e a natureza da
resposta dependente de linfécitos T (KUROWSKI et al., 2022).

A indugdo de linfocitose por episédios agudos de exercicio tem sido

extensivamente documentada em estudos com seres humanos (KUROWSKI et al.,
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2022). Tanto as células T CD4+ quanto as T CD8+ aumentam em numero apés
exercicios intensos, sendo esse aumento proporcional a intensidade do exercicio. No
entanto, devido a sua contagem basal mais elevada no sangue periférico, as células
T CD4+ apresentam um aumento em numeros absolutos maior. Em contrapartida,
devido a maior densidade do receptor B2-adrenérgico nas células T CD8+, elas séo
mais responsivas ao exercicio e exibem aumentos relativos mais significativos apés o
exercicio (SHAW et al., 2018).

Ambas as subpopulagdes de células T reagem de maneira distinta a periodos
variaveis de recuperagcao entre episodios unicos de exercicio. Embora tanto os
linfécitos CD4+ quanto os CD8+ falhem em retornar aos numeros basais apés curtos
periodos de recuperagdo, um exercicio agudo subsequente resulta em um aumento
mais proeminente nos numeros de células T CD8+ em comparagdo com as células T
CD4+ (RONSEN et al., 2002).

As alteracdes induzidas pelo exercicio nos numeros de células T regulatérias
(Treg) parecem depender da intensidade e duragéo do exercicio. Atualmente, ndo ha
dados consistentes sobre o efeito do exercicio agudo nos numeros de células T
CD4+CD25+FoxP3+, e pouco se sabe sobre os mecanismos subjacentes aos
potenciais efeitos nas células Treg (KUROWSKI et al., 2022).

Por exemplo, sugere-se que a aparente diminuigao nas Tregs observada apés
eventos como triatlos ou maratonas pode ser resultado tanto de apoptose celular
quanto de redistribuicdo para tecidos periféricos. Descobriu-se recentemente que a
contagem de Tregs apresenta uma resposta bifasica ao exercicio agudo, indicando a
necessidade de mais pesquisas sobre a modulagao da resposta dependente de Treg
(CLIFFORD et al., 2017).

A pratica de atividade fisica moderada também esta associada a um aumento
nos niveis de IgA salivar, evidenciando os efeitos benéficos anti-inflamatérios e
imunomoduladores da atividade fisica regular. Estudos indicam um aumento nos
niveis de IgG no soro imediatamente apds o exercicio agudo e ao longo de periodos
prolongados de treinamento repetido. No entanto, as investigagbes sobre a IgM sérica
e IgD celular durante o exercicio intensivo apresentam resultados ambiguos, com
relatos tanto de diminuigdes quanto de aumentos (KUROWSKI et al., 2022).

Por conseguinte, &€ necessario realizar mais pesquisas abordando diferentes
padroes e intensidades de exercicios, especialmente em condigdes cronicas de

saude, como a asma.
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2.2.1 EXERCICIO FiSICO E ASMA

Estudos prévios indicaram que o exercicio aerdbico tem a capacidade de inibir
e reverter o processo inflamatoério e de remodelagao das vias aéreas em modelos de
camundongos com asma (VIEIRA et al., 2007; CARSON et al., 2013). Esse efeito é
mediado pelo aumento da expressao das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-1ra,
resultando na reducgéo das citocinas pré-inflamatérias Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13,
que desempenham um papel crucial na manutengdo da inflamagao cronica e
remodelagdo das vias aéreas (FEHRENBACH; WAGNER; WEGMANN, 2017,
MORAES-FERREIRA et al., 2022).

Em um modelo murino de asma, Mackenzie et al. (2016) examinaram como
um unico episédio de exercicio moderado influenciou a maturacéo e ativagdo das
CDs. Nessas condicdes, observou-se uma redu¢ado na maturacido das CDs, indicada
pela expresséo alterada de MHC-II, CD80, CD83 e CD86 (MACKENZIE et al., 2016).

A relacao entre o exercicio vigoroso e os niveis de IgE nao foi amplamente
explorada, e ha uma notavel variagdo individual nas mudangas nos niveis de IgE
durante o exercicio, possivelmente devido a influéncia genética na sintese e liberagéo
de IgE. Além disso, sugere-se que o treinamento fisico moderado pode resultar em
uma redugédo nos niveis totais de IgE, tanto total quanto especifica para alérgenos
(KUROWSKI et al., 2022).

Consonante a resposta imune humoral, em modelos animais, o treinamento
aerobico apropriado reduz os niveis de IgE e IgG nas fases iniciais e diminui a
liberagcdo de fatores inflamatorios, aliviando os sintomas da asma alérgica aguda
(HIZUME-KUNZLER et al., 2017).

Briiggemann et al. (2015) demonstraram em modelo experimental murino de
asma submetido a natagdo uma redugao nos niveis elevados de IgE total, IL-1, IL-4,
IL-5 e IL-6, assim como uma diminuicdo no numero total de células, linfécitos e
eosindfilos no fluido de lavagem broncoalveolar, além do aumento nos niveis de IL-10
e glutationa. Os seus resultados sugerem que os efeitos anti-inflamatérios nos
pulmdes, observados apods trés semanas de natacéo de alta intensidade no modelo
de asma induzida por OVA, podem ser, pelo menos em parte, mediados pela redugao
do estresse oxidativo e pelo aumento na producéo de IL-10 (BRUGGEMANN et al.,
2015).
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Outro ponto crucial da inflamagdo cronica e remodelacdo das vias
respiratorias em pacientes com asma é a excessiva presenga de células inflamatorias
no tecido subepitelial, ocasionando danos locais nos tecidos/células e a liberagao
abundante de diversos mediadores proé-inflamatorios e pro-fibréticos. Isso perpetua o
ciclo de dano e reparo (MORAES-FERREIRA et al., 2022). Em um estudo utilizando
um modelo de asma em camundongos, foi evidenciado que o exercicio aerdbico reduz
a infiltracdo de macréfagos e eosinofilos nas vias respiratorias (FRANCA-PINTO et
al., 2015).

Outro estudo com modelo experimental de asma submetido ao treinamento
moderado demonstrou a reducao de eosindfilos, CD3+, CD4+, IL-4, IL-5, IL-13, NF-
kB, remodelacdo das vias aéreas, sintese de muco, aumento em IL-10 e IL-1ra,
independentemente de Foxp3 (SILVA et al., 2010).

Lee et al. (2019) demonstraram uma inibicao significativa nos aumentos dos
niveis de IL-4, IL-5, IL-13, histamina, leucotrieno D4 e triptase no fluido broncoalveolar
(BALF) de camundongos asmaticos submetidos a natagao. Além disso, o treinamento
suprimiu eficazmente a formagado de muco, a fibrose pulmonar e a hipertrofia do
musculo liso das vias aéreas nos tecidos pulmonares. Associado aos achados, eles
encontraram uma diminuigao significativa dos niveis de fator de necrose tumoral-a, IL-
6 e a producao de prostaglandina E2 no BALF (LEE et al., 2019).

Assim, como uma estratégia ndo farmacoldgica, evidéncias crescentes
indicam que o exercicio aerébico proporciona consideraveis beneficios ao diminuir a
inflamacao e remodelagao das vias aéreas, conforme estudos realizados em modelos
de camundongos com asma (SILVA et al., 2010; ALBERCA-CUSTODIO et al., 2016).

2.3 AMINOACIDOS E RESPOSTA IMUNE

Em um nivel fundamental, os aminoacidos desempenham um papel de
extrema importancia como os elementos constituintes essenciais das proteinas
presentes em células e tecidos do organismo. Seguindo a agua, eles representam o
segundo composto mais prevalente nos mamiferos (GROHMANN et al., 2017). A
obtenc¢ao de aminoacidos pode ocorrer através de fontes enddégenas e/ou exdégenas,
como a dieta, e sua disponibilidade desempenha um papel fundamental na
sobrevivéncia, manutencao e reproducéao celular (GROHMANN et al., 2017; CRUZAT
et al., 2018).
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Dentre os 20 aminoacidos presentes no codigo genético, a glutamina
exemplifica de maneira destacada a versatilidade do metabolismo de aminoacidos e
sua influéncia na fungéo imunoldgica. Este aminoacido, que predomina em quantidade
e flexibilidade no organismo, desempenha um papel crucial no metabolismo
intermediario, na transferéncia de nitrogénio entre 6rgaos através do transporte de
amoénia (NH3) entre tecidos, e na manuteng¢ao do equilibrio do pH (GROHMANN et
al., 2017; CRUZAT et al., 2018).

Presente em praticamente todas as células, a glutamina é capaz de servir
como substrato para a sintese de nucleotideos (purinas, pirimidinas e
aminoacgucares), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), antioxidantes,
e diversas outras vias biossintéticas relacionadas a preservagdo da integridade e
funcao celular (CURI et al., 2014; CRUZAT et al., 2014).

A glutamina presente nas células do sistema imunoldgico passa por um
processo de transformagcdo conhecido como glutamindlise, onde é oxidada
parcialmente a didxido de carbono, resultando na formacéo de glutamato, alanina e
aspartato. Essa degradacédo da glutamina e a subsequente produgdo de aménia
desempenham um papel crucial na sintese de purinas e pirimidinas, essenciais para
a formacao de acidos desoxirribonucleico e nucleico ribossémico (CRUZAT et al.,
2014; SHAH et al., 2020).

A presenga adequada de glutamina no organismo é fundamental para regular
as expressdes génicas nas células do sistema imunoldgico, influenciando sua
proliferagcdo controlada por meio da ativagcdo de quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK) e quinases c-Jun N-terminal (JNK). Essas quinases, por sua vez,
estimulam os fatores de transcricdo JNK e proteina ativadora 1 (AP-1), resultando na
transcricdo de genes relacionados a proliferagcao celular (CURI et al., 2005; CURI et
al., 2016; SHAH et al., 2020).

Em conjunto, a quantidade apropriada de glutamina possibilita a expressao de
marcadores de superficie em células linfociticas primarias, como CD25, CD45R0 e
CD71, além da sintese de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-6) (CURI et al., 2005; CURI et
al., 2016; SHAH et al., 2020). Em relagdo ao mecanismo molecular da Glutamina, foi
notado que aumentar a quantidade deste composto por via oral pode ativar a resposta
imunoldgica facilitada pelas células T em camundongos (KEW et al., 1999).

Em determinadas condigbes de estresse como queimaduras graves, sepse,

infeccdes, procedimentos cirurgicos significativos e exercicios intensos, a glutamina
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pode ser considerada um aminoacido essencial condicional, uma vez que a
quantidade produzida pode nao ser suficiente para manter a fungdo adequada dos
orgaos e celulas (CURI et al., 2017; SOARES et al., 2019; ROGERI et al., 2020).

Quando a concentragdo de glutamina diminui em situa¢cdes de estresse,
linfocitos, macréfagos e neutréfilos enfrentam comprometimento em sua fungéao e
desempenho. Isso resulta em uma diminuigdo na explosédo oxidativa de neutréfilos,
uma queda em algumas populagdes de linfécitos T, uma deterioragdo na capacidade
proliferativa das células T e uma redugao na capacidade fagocitica dos macrofagos.
Essas condi¢des levam a imunossupressao, aumentando o risco de desenvolvimento
de infecgdes, como as do trato respiratério superior (BASSIT et al., 2002; ROGERI e
ROSA, 2005; CURI et al., 2017; SOARES et al., 2019).

2.3.1 L-GLUTAMINA E ASMA

Em um experimento utilizando um modelo murino de asma, a administragao
intraperitoneal de L-glutamina demonstrou suprimir a presenga de eosindfilos nas vias
aéreas, a producdo de muco, as citocinas do tipo 2 nas vias aéreas e a hiper-
reatividade tardia delas. Este efeito foi atribuido, pelo menos em parte, a capacidade
da glutamina de reduzir a atividade da fosfolipase A2 citosodlica (cPLA2) (KO et al.,
2008).

As enzimas fosfolipase A2 (PLA2) desempenham um papel na hidrdlise de
fosfolipidios de membrana, resultando na produg¢ao de acido araquidénico, o qual é
posteriormente metabolizado em mediadores lipidicos inflamatérios através das vias
da ciclo-oxigenase e da lipoxigenase, gerando prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos. Esses mediadores foram previamente associados a inducdo de
eosinofilia e broncoconstricdo nas vias aéreas (TRIGGIANI et al., 2005; PNIEWSKA
et al., 2014).

Em uma investigagdo subsequente sobre os efeitos e mecanismos da
glutamina na inibicdo do recrutamento de neutréfilos para as vias aéreas em um
modelo murino de asma, observou-se que a glutamina suprimiu a presenca de
neutrofilos nas vias aéreas ao inibir a fosforilagdo da cPLA2, em parte, através da
desativacédo da p38 MAPK nos pulmdes asmaticos (LEE et al., 2012).

Em casos de asma grave, os neutrdfilos sdo considerados importantes na

manutencao da doenca e durante as exacerbagdes, sendo que nesses pacientes ha
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resisténcia aos esteroides (BRUIJNZEEL; UDDIN; KOENDERMAN, 2015). O
mecanismo exato pelo qual a glutamina inibe a fosforilagdo da cPLA2 foi
posteriormente analisado, sendo determinado que a glutamina desfosforila a cPLA2
de maneira indireta, através da desfosforilagdo da p38 mediada pela MAPK fosfatase-
1 (MKP-1) (LEE et al., 2015; NOLIN et al., 2019).

Além dos estudos supracitados, KO et al., (2008) encontraram que a
glutamina inibe a fosforilagao e a atividade enzimatica da fosfolipase A2 citosolica nas
vias aéreas, inibe o recrutamento de neutrofilos e eosinofilos nas vias aéreas, inibe a
produgao de citocinas do tipo Th2 e a produgdo de muco nas vias aéreas. Além disso,
eles identificaram que esse aminoacido inibe a hiper-reatividade das vias aéreas
tardiamente, mas nao precocemente, possivelmente pelo fato de que a administragao
de glutamina intraperitoneal aumentou sua biodisponibilidade no plasma e nos
pulmbdes (KO et al., 2008).
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3 HIPOTESES

Em relagcdo a associagédo entre a suplementagcédo oral com L-glutamina e a

natacao como tratamentos para a asma experimental, t€m-se como hipoteses:

Hipotese nua: A natacdo de moderada intensidade, associada a
suplementagao oral com L-glutamina, ndo produzirdo efeitos benéficos sobre a fungéo
pulmonar e resposta inflamatoria das vias aéreas nos animais expostos a OVA.

Hipotese atermatva: A natagcdo de moderada intensidade, associada a
suplementagao oral com L-glutamina, produzirdo efeitos benéficos sobre a funcéo

pulmonar e resposta inflamatdria das vias aéreas nos animais expostos a OVA.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos promovidos pela suplementagao oral com o aminoacido L-
glutamina e da natagao de moderada intensidade, isoladamente ou associados, sobre

0s parametros imunologicos e morfofuncionais de um modelo experimental de asma.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o condicionamento fisico dos camundongos submetidos a natagao de
intensidade moderada;

2) Caracterizar a fungdo pulmonar dos camundongos submetidos aos diferentes
delineamentos experimentais;

3) Verificar a secrecao de lactato pelos animais submetidos a natagao;

4) Detectar os niveis de anticorpos (IgE, IgG e suas subclasses IgG1 e IgG2a)
especificos para o alérgeno ovoalbumina dos camundongos dos diferentes grupos
experimentais;

5) Identificar os niveis de citocinas (IL-5, IL-6, IL-10 e IFN-y) nas amostras teciduais
pulmonares dos animais dos diferentes delineamentos experimentais;

6) Constatar os niveis de citocinas (IL-6 e IL-10) nas amostras teciduais musculares
das patas traseiras dos animais submetidos a natacao;

7) Descrever as caracteristicas histopatolégicas inflamatérias dos pulmdes dos

camundongos dos diferentes grupos experimentais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Toda a experimentagdo com animais vivos nado-humanos, essencialmente de
grupos vertebrados, realizada para elaboragao dessa tese foi elaborada com base na
utilizacdo humanitaria de animais com finalidade de pesquisa cientifica, seguindo as
diretrizes estabelecidas pelo Institute for Laboratory Animal Research (ILAR, 2011) e
Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2008).

Assim, o anexo 1 traz o documento emitido pela Comissdo de Etica na
Utilizagcao de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) que
aprovou, sob cadastro de numero 024/20, o desenvolvimento desta pesquisa

experimental.

5.2 MODELOS EXPERIMENTAIS

Os camundongos da espécie Mus musculus sao os animais de primeira escolha
para pesquisas de doencas alérgicas, como a asma. Isso se deve ao fato de que este
modelo experimental desenvolve caracteristicas patolégicas semelhantes as doengas
em seres humanos; além disso, sdo uma espécie de baixo custo de manutencao, de
facil alojamento e manejo. Contudo, a escolha assertiva da linhagem para esses
estudos é de extrema importancia (BATES et al., 2009).

Os camundongos consanguineos da linhagem BALB/c, esta entre os modelos
mais utilizados na investigagdo biomédica, sendo particularmente o modelo de
escolha na area da imunologia, potencialmente indicado para pesquisas envolvendo
a asma. Estudos mostraram que a linhagem em questao produz niveis elevados de
imunoglobulinas da classe IgE contra antigenos alergénicos como a ovalbumina
(OVA), antigeno este nao relacionado causalmente a asma, e outros alérgenos
(GUALDI et al., 2010; DUTRA et al., 2017).

Além disso, comprovou-se que os animais expostos a OVA secretam maiores
concentragbes de citocinas de perfil Th2 (IL-4 e IL-5) pelas células pulmonares
sensibilizadas, quando comparados, por exemplo, com animais da linhagem C57BL/6.
Mesmo diante de uma gama de linhagens murinas disponiveis para fins de pesquisa,

outras linhagens sé&o pouco utilizadas em modelos de asma, por ndo serem muito
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sensiveis a sensibilizagcado e ao desafio a alérgenos (GUALDI et al., 2010; DUTRA et
al., 2017). Destarte, fora escolhida a linhagem BALB/c para realizagdo da pesquisa
descrita nesta tese.

A proposta do n amostral para a pesquisa foi realizada no software estatistico
G Power 3.1.9.4. Para isso foi considerado o nivel de confiabilidade de 95% e as
variaveis exigidas para este calculo foram atribuidas de acordo com Cunningham e
McCrum-Gardner (2007). No software as médias e o grau de dispersao utilizadas para
o calculo tomaram por base a variagdo na secregdo da citocina IL-4 nos grupos
controles e grupos com asma experimental, uma vez que essa citocina € essencial
para o desenvolvimento do quadro inflamatoério caracteristico da asma (YANG et al.,
2017).

Foram utilizados no estudo 120 camundongos estéreis, da linhagem BALB/c,
fémeas, com idade de 5 a 8 semanas, pesando aproximadamente 20 gramas,
provenientes do setor de criagdo da Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da UFU.
Os animais foram mantidos durante todo o periodo de realizagao da pesquisa na area
de experimentacdo da REBIR-UFU, localizada no bloco 4U do Campus Umuarama.

Os camundongos foram alojados em um ambiente com temperatura e umidade
controladas, com agua e alimentagao ad-libitum, em ciclo invertido de claro-escuro de
12 horas, em gaiolas com 32 cm de comprimento, 20 cm de largura e 21 cm de altura,
forradas com maravalha. As gaiolas ficaram condicionadas em estantes isoladoras
com sistema de inje¢ao e exaustao de ar.

A densidade populacional de cada gaiola foi de 4 a 5 animais por grupo
experimental, sendo os animais incluidos no programa de enriquecimento ambiental
oferecido pela REBIR-UFU. A estrutura fisica de alojamento dos animais estava de
acordo com o Guia Brasileiro de Producao, Manutencao ou Utilizagao de Animais em
Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do CONCEA (BRASIL, 2019).

O delineamento experimental foi realizado em triplicatas independentes e os

procedimentos realizados nos devidos grupos estao representados na tabela 1.
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Tabela 1 — Delineamento experimental.

Delineamento experimental

Grupo n Procedimento realizado
Controle 15  Tratamento com solugao fosfato-salina.
L-git 15 Tratamento com o suplemento de L-glutamina pela via oral
(gavagem).
Nat 15  Tratamento através da natagao de moderada intensidade.
L-git + Nat 15  Tratamento com suplementacgao oral e natagao.
Asma 15  Indugao da asma experimental.
Asma + L-glt 15  Tratamento dos camundongos asmaticos com suplementagao
oral.
Asma + Nat 15  Tratamento dos camundongos asmaticos com natagéao.

Asma +L-glt+Nat 15 Tratamento dos camundongos asmaticos com suplementagao
oral e natagao.
Legenda: L-glt: L-glutamina; Nat: Natagao.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2024).

5.2.1 INDUCAO DA ASMA EXPERIMENTAL

Para mimetizacdo da asma em camundongos, a fase de sensibilizacao e a fase
de desafios devem ser realizadas nos modelos experimentais (AUN et al., 2017). O
primeiro contato com o alérgeno, de forma sistémica, caracteriza a sensibilizagédo e
repetidas reexposicdes constituem a fase de desafio (NIALS; UDDIN, 2008;
LAMBRECHT et al., 2009). O antigeno alergénico utilizado foi a ovalbumina (OVA). A
ovalbumina € a proteina mais abundante encontrada na clara de ovo, em torno de
55% da concentragao proteica total (SANO et al., 1999). Ela é sintetizada em grandes
escalas por empresas da area biomédica, possibilitando sua aquisicdo em grandes
quantidades e com baixo custo financeiro.

Na fase de sensibilizagao antigénica, nos dias zero e sete cada camundongo
recebeu, pela via intraperitoneal (i.p.), 100 yL de uma suspenséao contendo 50 ug de
OVA grade V (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 2 mg/mL de adjuvante hidroxido de
aluminio - Al (OH)3 (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), adsorvidas em solugao fosfato-salina
(Phosphate-Buffered Saline - PBS).

Na fase de desafio antigénico, nos dias 14, 17, 18 e entre os dias 21 e 25, cada
camundongo recebeu, pela via intranasal (i.n.), 20 yL de uma suspensao contendo 10
Mg de OVA grade V (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) diluidas em PBS. O desafio
intranasal foi realizado imobilizando gentilmente os animais pela pele do dorso e
posicionando-os com a cabecga voltada para cima. Com o auxilio de uma pipeta

volumétrica a solugdo antigénica foi instilada lentamente, tomando precaugdes ao
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liberar o volume para evitar sufocar o animal (SHIMIZU, 2004). Como o volume foi

administrado lentamente, ndo foi necessario anestesiar os animais.

5.2.2 SUPLEMENTACAO COM L-GLUTAMINA

A suplementagdo com o aminoacido nao essencial L-glutamina comercial
(Probidtica, Brasil - produto registrado no Ministério da Saude sob 0 n° 6.6294.0013)
foi realizada através da gavagem. Entre os dias 7 e 25, os camundongos receberam
uma dose de 1 g/kg do peso do animal de suplemento (SELLMANN et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2019) diluidos em um volume de 150 uL de agua mineral. Nos
grupos experimentais que praticaram a natagdo, a administracdo do suplemento
ocorreu 30 minutos apds o término de cada sessdo de treinamento. Nos grupos
experimentais que nao foram suplementados realizou-se apenas a administragao do

mesmo volume agua nas condi¢gdes descritas para os demais grupos.

5.2.3 TREINAMENTO AEROBICO: NATAGAO

A intensidade de treinamento escolhida foi a moderada, devido ao fato de que
ela é responsavel por promover alteragcdes em parametros do sistema imunoldgico,
induzindo uma resposta regulatéria, assim como uma resposta de perfil Th1,
possibilitando o controle de respostas de perfil Th2, como na asma (TERRA et al.,
2018). A realizacao do exercicio fisico aerdbico foi realizada com base no protocolo
descrito por Oliveira (2018), com algumas alteracoes.

Para realizacdo do treinamento foi utilizado um aquario de polietileno, com
altura de 0,76 m, didmetro de 1,51 m e didmetro da base de 1,16 m. O volume de
agua utilizado para os procedimentos foi de 0,9 m® e a temperatura agua mantida
entre 32 +3°C.

Os animais foram adaptados ao ambiente aquatico na semana anterior ao inicio
do treinamento, conforme preconizado por (BRUGGEMANN et al., 2015). Entre os
dias 8 e 25 do periodo experimental, o treinamento foi realizado 5 dias por semana,
com sessodes de treinamento de 30 minutos, no qual o camundongo treinava com uma
carga acoplada a base da cauda equivalente a 3% do seu peso corporal, conforme

determinado por pesquisa anterior realizada por Oliveira (2018).
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A pesagem dos camundongos foi realizada semanalmente, sempre no mesmo
horario do dia para minimizar variagdes decorrentes do ciclo circadiano. Os animais
foram pesados individualmente em uma balanga de precisao, sendo manuseados com
cuidado para evitar estresse adicional. Os dados foram registrados de forma
sistematica e essa abordagem metodologica estruturada assegurou a obtengao de
resultados confiaveis e contribuiu para a validade interna da pesquisa.

Em casos de exaustdo durante a sessédo de treinamento, os camundongos
eram retirados da agua, secos com o auxilio de uma toalha e colocados novamente
em suas gaiolas. A exaustao foi caracterizada pela imersao do animal de cinco a sete
segundos, sem que ele retornasse a superficie (ALMEIDA et al., 2009; OLIVEIRA,
2018). Nesses casos, 0s animais eram submetidos a outra sessao de treinamento em
dia posterior da semana, pois era necessario que eles treinassem 5 dias em cada
semana.

Os animais dos grupos experimentais que nao realizavam a natagao foram
mantidos durante o mesmo intervalo de tempo em outro tanque, com 2 cm de agua
na mesma temperatura que a do aquario dos animais submetidos ao treinamento.
Finalizada a sessao de treinamento, os camundongos eram retirados do tanque,

secos e alojados em suas respectivas gaiolas (OLIVEIRA, 2018).

5.2.4 TESTE PROGRESSIVO DE CARGA

Para confirmar se o treinamento aerdbico estava produzindo adaptacao
fisiologica e promovendo um treinamento de intensidade moderada, uma vez que
estava sendo usada uma carga de treinamento igual a 3% do peso corporal do animal
(OLIVEIRA, 2018), fora realizado o Teste Progressivo de Carga (TPC) ao final de cada
semana de treinamento.

No TPC, os animais dos grupos submetidos a natacéo, foram individualmente
posicionados no aquario, com uma sobrecarga inicial de 2% do peso corporal fixada
a cauda. A cada trés minutos, adicionava-se 2% adicional do peso corporal, sem
interrupcdo do exercicio, até que os animais atingissem o ponto de exaustao
(ALMEIDA et al., 2009; KIM et al., 2014; BRUGGEMANN et al., 2015). A exaustao foi
determinada quando o camundongo permanecia submerso por cinco a sete segundos
sem retornar a superficie (ALMEIDA et al., 2009; OLIVEIRA, 2018). Nesse momento,
o animal era retirado da raia, seco com uma toalha e alojado na gaiola.



32

5.3 ANALISE DA FUNGCAO RESPIRATORIA

A analise da funcéo respiratéria dos camundongos foi realizada no 27° dia, 48
horas apds a realizagdo dos ultimos procedimentos experimentais em cada grupo.
Utilizou-se a técnica de espirometria, em que foram mensurados os parametros
volume corrente, frequéncia respiratoria e volume-minuto — produto da multiplicacao
do volume corrente pela frequéncia respiratoria. Os dados foram obtidos sob
respiracao espontanea e com os animais anestesiados (OLIVEIRA, 2018). O protocolo
anestésico foi administrado pela via intraperitoneal, contendo 100 mg/kg de Cloridrato
de Cetamina e 10 mg/kg de Cloridrato de Xilazina.

A partir da confirmagé&o do plano anestésico, os camundongos foram alocados
no espirbmetro, que possui uma camara hermeética conectada a um nebulizador e um
sensor espirométrico (SpirometerFE141, ADInstruments, Sydney, Australia). Os
dados foram coletados durante 3 minutos para cada animal, sendo expressos em
volts, processados pelo sistema Power Lab (ADInstruments, Sydney, Australia). Logo,
as informacdes foram transferidas para o software LabChart que converte os dados
referentes ao volume corrente de volts em mL e calcula a frequéncia respiratéria e o
volume-minuto (OLIVEIRA, 2018).

5.4 PROCESSAMENTO E ANALISE DE MATERIAIS BIOLOGICOS

ApOs a analise da fungao respiratoria, com os animais ainda anestesiados, foi
realizada a coleta de sangue. Entdo os camundongos foram eutanasiados pela técnica

de deslocamento cervical, para coleta dos materiais biologicos.

5.4.1 COLETA DE SANGUE E ANALISE DO PLASMA

Com o camundongo ainda sob efeito da anestesia, foi realizada a coleta de
sangue via puncgéo do plexo retro-orbital. Para realizagdo da coleta o pesquisador
segurou o animal pela pele do dorso promovendo uma leve protusao do globo ocular,
de maneira que o olho ficou voltado para cima. Entéo o tubo capilar para hematdcrito
foi posicionado no canto medial do olho com uma angulacéo de 30 a 45 graus, sendo

inserido e rotacionando até inicio do fluxo sanguineo (BOGDANSKE et al., 2010).
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Foram coletados um volume de aproximadamente 1 mL de sangue em tubos do tipo
eppendorf com acido etilenodiamino tetra-acético.

Para coleta do plasma os tubos foram centrifugados a 300 g, em 4°C, por 10
min. As amostras de plasma foram alicotadas, etiquetadas, congeladas a —20 °C e
encaminhadas para o Laboratério Clinico da REBIR-UFU para dosagens de aspartato
aminotransferase (AST), de alanina aminotransferase (ALT), de creatinina e de ureia.
Essas analises bioquimicas s&o responsaveis por informar se os experimentos
realizados promoveram lesao hepatica e/ou lesdo renal nos camundongos.

Para avaliagdo dos niveis de lactato secretados apds as sessdes de
treinamento, conforme relatado por Oliveira (2018), foram extraidos 20 uL de sangue
da cauda dos camundongos no 10° e 30° minuto apds a ultima sesséo de treinamento,
da primeira e da quarta semana, nos animais dos grupos Nat, L-glt + Nat, Asma + Nat
e Asma + L-glt + Nat. A mensuracao dos niveis de lactato foi conduzida utilizando o
Kit de Lactato Enzimatico (LabTest, Brasil), seguindo as orientagdes do fabricante,

apos a separagao do plasma sanguineos das amostras coletadas.

5.4.2 COLETA DOS PULMOES E MUSCULATURA DA PATA TRASEIRA

Ap0s a eutanasia, os camundongos foram estabilizados em decubito dorsal em
uma mesa cirurgica. Com o auxilio de um bisturi cirdrgico as cavidades abdominal e
toracica foram abertas e os 6rgdos expostos. Foram localizados e coletados os
pulmdes e o bago de cada animal. Em seguida, a pele da pata posterior direita foi
rebatida, o musculo gastrocnémio dissecado e coletado.

O pulméao direito e a musculatura da pata traseira direita foram imediatamente
imersos em meio de cultivo celular RPMI 1640 incompleto, sem glutamina, contendo
coquetel inibidor de protease (cOmplete™, Roche, Sigma). O pulmao esquerdo foi
fixado em formalina tamponada a 4%, por 24 hs, para interromper a degradacgao do
tecido via autdlise ou contaminag&o por microrganismos.

Com a conclusdo das coletas citadas, as carcacas foram embaladas em
material préprio, lacradas com fita adesiva e destinadas a um freezer com temperatura

de -20°C até o descarte apropriado realizado pela equipe da REBIR-UFU.

5.4.3 PREPARO DO HOMOGENATO TECIDUAL
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Os pulmdes e musculos da pata direita traseira foram levados para um
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen e homogeneizado 2 vezes durante 1 minuto,
com intervalo de 30 segundos entre cada etapa. Entdo, o preparo foi centrifugado. O

sobrenadante foi armazenado em freezer com temperatura de -20°C até analise.

5.4.4 HISTOPATOLOGIA PULMONAR

Ao término das 24 hs de fixagao do tecido pulmonar esquerdo, os érgaos foram
transferidos para solugao de alcool etilico a 70% e mantidos até o inicio do processo
de parafinizagao. Este processo comegou com a desidratacao dos materiais em tubos
com diferentes concentragdes de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%), onde as amostras
eram mantidas por 30 minutos em cada concentracdo. Entao elas foram transferidas
para tubos contendo xilol por mais 30 minutos, seguindo para tubos contendo parafina
liquida que foi responsavel para formacgao do "bloco" de parafina contento o fragmento
do tecido em seu interior.

O corte histoldgico dos blocos parafinizados foi processado com a espessura
de 5 ym, com o auxilio de um micrétomo. A partir de entdo as laminas foram
encaminhadas para aplicagdo dos corantes histolégicos. Elas foram coradas com
Hematoxilina & Eosina (HE) para descricdo de parametros teciduais gerais e perfil
inflamatoério (VEDOVA et al., 2020).

5.4.5 DETECCAO DE CITOCINAS E ANTICORPOS

O ensaio Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) de captura (sanduiche)
para detecgao das citocinas IL-5, IL-6, IL-10 e IFN-y foi realizado de acordo com o
protocolo especificado no kit comercial do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science
Center Drive, San Diego, CA-USA). Neste ensaio foram utilizadas as amostras de
homogenato pulmonar e muscular puras.

Para identificar a presenga de anticorpos da classe IgG especificos para o
alérgeno OVA no homogenato pulmonar, as placas foram revestidas com 3 ug de OVA
por poco, diluido em tampéao carbonato-bicarbonato 0,06 M e pH 9,6, deixadas em
repouso durante a noite a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS-
Tween 20 (PBS-T) e os locais nao especificos de ligagao foram bloqueados com 150

ML de PBS-T-Molico (PBS-TM) a 5% por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,



35

as placas foram novamente lavadas com PBS-T, e as amostras, diluidas em PBS-TM
na proporgao de 1:50, foram aplicadas em duplicatas (50 pL por pogo) e incubadas
por 1 hora a 37°C.

Ap0s a incubacgéo, as placas foram novamente lavadas com PBS-T, e 50 uL de
anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA),
diluido em PBS-TM na proporgéao de 1:1000, foram adicionados aos pogos, seguido
de nova incubagao a 37°C por 1 hora. Apos esse periodo, as placas foram lavadas
novamente, e a reacao foi revelada utilizando o substrato enzimatico comercial
ABTS® (Sigma-Aldrich, EUA). Apds a revelacdo, a absorbancia foi medida no
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 405 nm.

Para identificagdo das subclasses IgG1 e IgG2a especificas para OVA no
homogenato pulmonar, o ensaio ELISA seguiu essencialmente os mesmos
procedimentos empregados na deteccédo de IgG. Contudo, para o bloqueio e como
diluente nas etapas subsequentes, empregou-se uma solugédo de PBS-TM a 1%. As
amostras foram diluidas em uma propor¢ao de 1:10 e incubadas por 2 horas. Os
anticorpos primarios utilizados consistiram em anti-lgG1 de camundongo produzido
em cabras e anti-lgG2a de camundongo produzido em cabras, ambos diluidos a
1:250. O anticorpo secundario empregado foi o IgG de coelho anti-lgG de cabra
conjugado com peroxidase, diluido a 1:1000 (Sigma-Aldrich, E.U.A.), com incubagao
por 1 hora a 37°C.

A absorbancia foi lida no espectrofotometro de Microplacas (Epoch BioTek
Instruments, Inc., USA) a um comprimento de onda de 405 nm, e os resultados foram
apresentados por meio do indice ELISA (I.E.), conforme descrito por Oliveira (2018).
Valores de |.E. superiores a 1,2 foram considerados positivos para presenca de
anticorpos na amostra (OLIVEIRA, 2018).

A fim de quantificar a IgE contra OVA no homogenato pulmonar, a placa de 96
pocos foi sensibilizada com 3 ug por pogo de solugdo de OVA e incubada durante a
noite a 4 °C. Posteriormente, os pog¢os foram lavados com uma solu¢do PBS-T. Em
seguida, uma solugdo PBS contendo 3% de soro albumina bovina (BSA) foi
adicionada para bloquear reacdes inespecificas, € a placa foi incubada por mais 1
horaa 37 °C. Apds a lavagem dos pocos, as amostras de homogenato foram aplicadas
sem diluigdo (puras).

Apods 2 horas a 37 °C, os pogos foram lavados, e 50 pL de anti-IgE biotinilada
(Sigma), diluida em PBS-BSA 0,1% (1:1000), foram adicionados. Apds 1 hora, a



36

reagao foi incubada com estreptavidina-peroxidase (Sigma), diluida 1:500. Os pogos
foram entdo lavados, e a reacgao foi revelada pela incubagdo com 50 uL de solugao
ABTS (Sigma) durante 30 minutos.

A absorbéancia foi lida no espectrofotdbmetro de Microplacas (Epoch BioTek
Instruments, Inc., USA) a um comprimento de onda de 405 nm, e os resultados foram
expressos como indice ELISA (IE). Valores de IE acima de 1,0 foram considerados

como positivos.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi conduzida por meio do software GraphPad Prism 6 (San
Diego, CA, EUA), no qual a normalidade dos dados foi verificada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados que apresentaram distribuicdo paramétrica foram
submetidos ao teste de Analise de Variancia (ANOVA), seguido pelos testes de
comparagao multipla para a analise entre grupos. Os dados com distribuicdo n&o
paramétrica foram analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelos

testes de comparagao multipla para a comparagao entre grupos.
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6 RESULTADOS

Os testes pilotos demonstraram que a indugdo da asma experimental e a
suplementagdo com L-glutamina ndo promoveram alteragdo hepaticas e renais nos
camundongos (dados n&o relatados na tese). Portanto, o protocolo descrito no
delineamento experimental de cada grupo foi realizado e os resultados sao expressos

a sequir.

6.1 INFLUENCIA DA VARIAGAO DA CARGA DO TPC SOBRE A PERFORMANCE
DOS CAMUNDONGOS

A pratica de natacao resultou em aprimoramento do condicionamento fisico dos
camundongos pertencentes aos grupos Nat, L-glt + Nat e Asma + L-glt + Nat,
evidenciado pelo aumento significativo das cargas suportadas no TPC ao comparar
os testes realizados na primeira e ultima semana de treinamento, conforme

apresentado na Figura 1.

Nat

L-glt + Nat

Asma + Nat
Asma + L-glt + Nat

ok kK

*k ko

il

Carga (9)

TPC Inicial TPC final

Figura 1 - Cargas suportadas pelos camundongos no Teste Progressivo de Carga (TPC). A
ilustragdo exibe as quantidades de carga, medidas em gramas (g), que foram sustentadas pelos
camundongos dos grupos experimentais Nat, L-glt + Nat, Asma + Nat e Asma + L-glt + Nat o Teste
Progressivo de Carga (TPC) conduzido na etapa inicial e final do periodo de treinamento. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio-padrao. As discrepancias estatisticamente significativas foram
identificadas por meio do teste de Kruskal-Wallis, com a realizagao do teste de comparagdes multiplas
de Sidak. Os asteriscos indicam a significancia estatistica com p<0,01.
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6.2 EFEITOS DO TREINAMENTO SOBRE OS NIVEIS DE LACTATO PLASMATICOS

A tabela 2 exibe as mensuragdes dos niveis de lactato plasmatico no 10° e 30°
minuto, apds a ultima sessao de treinamento da primeira e da quarta semana, nos
camundongos dos grupos Controle, Nat, L-glt + Nat, Asma + Nat e Asma + L-glt + Nat.

Os dados indicam uma pequena variagdo, sem relevancia estatistica, nos
niveis de lactato mensurados entre os grupos Nat, L-glt + Nat, Asma + Nat e Asma +
L-glt + Nat quando comparados ao grupo controle na primeira semana de treinamento.
Em contrapartida, os camundongos do grupo L-glt + Nat apresentaram um aumento
significante intragrupo entre a 12 e a 42 semana, representado na tabela pelo simbolo
§. Além disso, o grupo apresentou uma secregao de lactato significativamente menor
na quarta semana quando comparado aos grupos Controle, Nat, Asma + Nat e Asma

+ L-glt + Nat.

Tabela 2. Niveis de lactato plasmaticos. Os valores da concentragdo de lactato no plasma,
expressos em mmol/L com média e desvio-padrao, foram registrados no quinto dia apds a sessao de
treino, tanto na primeira semana quanto na ultima semana. As diferentes letras sobrescritas nas
mesmas linhas representam uma variagéo significativa entre os tempos de anadlise nos diferentes
grupos. O simbolo § representado no grupo L-glt + Nat indica variagédo significativa intragrupo na
secrecao de lactato entre a 12 e a 42 semana de treinamento.

Grupos experimentais
Asma + L-glt
+ Nat
10°min 3,01+1,30 284+077 3,04+103 312+054 334043
1%semana  g00in  433+087 321+012 315+099 3,62+0,39 3,91+0,89
4 somang 10°MIN 4121057 3,00£1,06° 1,01£1,10° 377043 299+ 066"
30°min 4,91+ 1,722 3,95+0,38° 1,99+076° 413+0,74> 3550710

Controle Nat L-glt + Nat§ Asma + Nat

6.3 EFEITOS DOS PROTOCOLOS TERAPEUTICOS NO FUNCIONAMENTO
PULMONAR DOS CAMUNDONGOS

Nas analises do volume corrente (Fig. 2A), da frequéncia respiratéria (Fig. 2B)
e do volume-minuto (Fig. 2C), observou-se um incremento significativo nos valores
registrados nos camundongos do grupo Asma em comparagao com 0s animais dos

outros grupos experimentais. O volume-minuto do grupo Asma destacou-se como o
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parametro com maior indice de alteracdes significativas em comparagdo com os

demais grupos, atingindo uma significancia estatistica de p<0,0001.



ov
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Figura 2 - Fungao respiratoria basal. Nos grupos experimentais a avaliagdo da fungao respiratoria
basal foi realizada por meio da espirometria no 28° dia. Na Figura 2A, estdo apresentados os dados
relativos ao volume corrente mobilizado pelos animais durante o ciclo respiratério, enquanto a Figura
2B exibe os dados relacionados a frequéncia respiratéria. A Figura 2C representa o volume-minuto,
obtido multiplicando-se o volume corrente pela frequéncia respiratéria. Os resultados sao expressos
como média + desvio-padréo. A analise estatistica das diferengas significativas foi conduzida por meio
do teste One-way ANOVA, seguido pelo teste de comparagdes mdultiplas de Tukey. Os valores de
significancia foram indicados como *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

6.4 EFEITOS DOS PROTOCOLOS TERAPEUTICOS SOBRE A RESPOSTA IMUNE
HUMORAL

O célculo dos Indices ELISA identificou uma diferenga significativa nas
amostras de homogenato pulmonar dos camundongos, tanto para a classe de
anticorpo IgE anti-OVA, quanto para a classe IgG anti-OVA. Essa diferenga foi
encontrada quando comparados os grupos asmaticos contra o grupo controle. Nao foi
encontrada diferencga significativa quando comparados os grupos asmaticos entre si.

A figura 3 traz maiores detalhes sobre essas diferencas.

IgE anti-OVA (l.E.)
19G anti-OVA (L.E.)

Figura 3 — Niveis de anticorpos das classes IgE e IgG contra OVA no homogenato pulmonar. A
Figura 3A exibe o indice ELISA (I.E.) de IgE contra OVA no homogenato pulmonar de camundongos
que mimetizaram a asma experimental. Os valores sdo apresentados como média + desvio padréao
(DP). As diferengas estatisticamente significativas foram determinadas por meio do teste One-way
ANOVA com o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Na Figura 3B, esta sendo representado o I.E.
da classe de IgG contra o mesmo antigeno e na mesma amostra biolégica, com os valores expressos
como média + dp. As diferencas estatisticamente significativas foram determinadas por meio do teste
One-way ANOVA com o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Os valores de significancia foram
indicados como ****p<0,0001.



42

Em relacdo as subclasses de IgG contra OVA, o calculo dos indices ELISA
identificou uma diferenga significativa nas amostras de homogenato pulmonar tanto
de IgG1 quanto IgG2a dos grupos asmaticos contra os grupos controles. Além disso,
foi possivel indicar uma diferenga estatistica entre os |.E. de IgG1 contra IgG2a do

grupo Asma, como mostra a figura 4.

20 =

Controle
Asma
Asma + L-glt

Asma + Nat
Asma + L-glt + Nat

Subclasses de IgG
anti-OVA (L.E.)

Figura 4 — Niveis de anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2a contra OVA no homogenato
pulmonar. A Figura 4 exibe os indices ELISA (I.E.) das subclasses IgG (IgG1 e IgG2a) contra OVA no
homogenato pulmonar de camundongos. A analise estatistica foi realizada através do Two-way ANOVA
com o teste de comparagbes multiplas de Sidak. Os valores de significancia foram indicados como
**p<0,01 e ****p<0,0001.

6.5 EFEITOS DOS PROTOCOLOS TERAPEUTICOS SOBRE A SECRECAO DE
CITOCINAS

Os camundongos do grupo Asma apresentaram um perfil de secrecao de
citocinas padrao para modelos experimentais de asma crbénica, conforme mostra a
figura 5. Esse padrdo é composto por uma secregao significativa de IL-5 e IL-6,
citocinas pré-inflamatérias de perfil Th2 e Th1, respectivamente, de acordo com a
representacao das figuras 5A e 5B.

Além disso, foi possivel identificar que os animais do grupo mencionado
apresentaram um perfil significativo na diminuicdo de secreg¢ao das citocinas IL-10,
citocina de perfil regulatério, quando comparados com animais dos grupos Asma +
Nat e Asma + L-glt + Nat (Figura 5C). Ademais, identificou-se que a natacao induziu
um aumento significativo na secre¢cado de IFN-y, citocina de perfil Th1, nos grupos

Asma + Nat e Asma + L-glt + Nat quando comparados com o grupo Asma (Figura 5D).
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Figura 5 — Niveis de citocinas no homogenato pulmonar. A Figura representa a concentragdo (pg/mL)
das citocinas IL-5 (Fig. 5A), IL-6 (Fig. 5B), IL-10 (Fig. 5C) e IFN-y (Fig. 5D) detectadas no homogenato
pulmonar dos diferentes grupos experimentais. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrédo. As diferengas estatisticamente significativas foram determinadas por meio do teste One-way
ANOVA com o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Simbolos diferentes nas colunas representam
significancia estatistica entre os grupos.

A identificagdo das citocinas IL-6 e IL-10, de perfil pré-inflamatoério e perfil
regulatorio, respectivamente, mensuradas no homogenato muscular dos
camundongos do grupo controle e submetidos a narragéo estao representadas na
figura 6. Para ambas as citocinas, encontrou-se uma concentracao significativa na
amostra analisada, quando comparado com as amostras do grupo controle, como
indica da figura 6A e 6B.
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Figura 6 — Niveis de citocinas no homogenato muscular. A Figura representa a concentragdo (pg/mL)
das citocinas IL-6 (Fig. 6A) e IL-10 (Fig. 6B) identificadas no homogenato muscular do grupo controle e
dos diferentes grupos experimentais submetidos ao treinamento da natagdo. Os valores séao
apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significativas foram
determinadas por meio do teste One-way ANOVA com o teste de comparagdes multiplas de Tukey.
Simbolos diferentes nas colunas representam significancia estatistica entre os grupos.

6.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA PULMONAR DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

A coloragao de Hematoxilina e Eosina (H&E) foi empregada para corar as
células inflamatorias presentes do parénquima pulmonar dos camundongos alocados
nos diferentes modelos experimentais dessa pesquisa, como mostra a figura 7.

Nos cortes histologicos dos animais do grupo Asma identifica-se edema nos
septos pulmonares, presenga de muco dentro dos bronquiolos e a presenca de
infiltrados inflamatdrios dispersos nos septos pulmonares, e ao redor de vasos e
bronquiolos, indicando a presenca de inflamacao pulmonar crénica.

Em contrapartida, nos cortes dos camundongos dos grupos Asma + L-glt, Asma
+ Nat e e Asma + L-glt + Nat, ndo é possivel localizar focos inflamatérios em nenhuma
localizacdo do pulméo, diminuicdo do edema e da deposigdo de muco dentro dos

bronquiolos denotando a eficacia dos tratamentos empregados.
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Figura 7 - Se¢bes histopatologicas em modelo de asma crénica experimental submetidos a
diferentes modalidades terapéuticas. Sec¢des de tecido pulmonar de camundongo coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) (A-E), com ampliagdo de 10x. Em (A), a segéo representa o pulmao do
grupo Controle; (B) mostra as segbes pulmonares de camundongos asmaticos; (C) representa as
secbes pulmonares de camundongos no grupo Asma + L-glt; (D) retrata as segbes pulmonares de
camundongos no grupo Asma + Nat; e (E) exibe as segbes pulmonares de camundongos no grupo
Asma + L-glt + Nat.

7 DISCUSSAO

Neste estudo, buscou-se avaliar se a natagdo de moderada intensidade e a
suplementagao oral com L-glutamina, separadamente ou associadas, contribuiriam
para controle da resposta imunoldgica e fisioldgica da asma crbénica experimental
induzida pela exposi¢cao ao alérgeno OVA.

ApOs realizar um protocolo de natagédo e suplementagao por quatro semanas,
os camundongos apresentaram aprimoramento do condicionamento fisico, diminuigéo
da secregao dos niveis de lactato plasmatico, recuperacao dos parametros fisioldgicos
respiratorios basais, diminuicdo nos niveis de secre¢ao de citocinas de perfil Th2 e
aumento nos niveis de secrecado de citocinas regulatérias e de perfil Th1, além de
evoluirem para restauragdo a nivel histolégico pulmonar. Porém, nos grupos
estudados, ndo houve variagdes significativas na resposta imune humoral dos animais
asmaticos submetidos as terapéuticas empregadas.

No que diz respeito a atividade fisica aerdbica, diversos estudos ja

evidenciaram os efeitos anti-inflamatoérios proporcionados pela pratica de natacido em
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diferentes niveis de intensidade, em modelos experimentais murinos de inflamagao
pulmonar induzidos por distintos antigenos como lipopolissacarideos (RAMOS et al.,
2010), fumaga de cigarro (TOLEDO et al.,, 2012), poluicdo (AVILA et al., 2015),
proteina recombinante Blo t 5 (OLIVEIRA, 2018) e ovoalbumina (BRUGGEMANN et
al., 2015). Além disso, esse efeito favoravel do exercicio fisico também ja foi descrito
em modelos murinos que investigavam a atenuacédo da hiperreatividade das vias
aéreas e da inflamacéo (ARAUJO et al., 2016; FRANCA-PINTO et al., 2015; VIEIRA
et al., 2012).

Evidéncias longinquas, como a de Jacques e Silva (1997), ja informavam que
a pratica da natacdo era a menos propensa a desencadear asma em comparagao
com outros exercicios fisicos, como a corrida e o ciclismo. Isso se deve ao fato de que
no ambiente aquatico a respiracdo ocorre em um ar mais quente e umido, fator que
contribui para a redugcdo do broncoespasmo, tornando-a a atividade fisica mais
recomendada por profissionais de saude (BERNARD et al., 2010; WICHER et al.,
2010).

Segundo Bernard (2010), a natagdo € considerada um exercicio saudavel e
bem tolerado por individuos asmaticos em comparagao com outras modalidades de
atividade fisica. A protecao proporcionada pela natagao pode ser atribuida a elevada
umidade do ar inspirado na proximidade da agua, o que diminui a perda de agua pela
respiracdo e, possivelmente, reduz a osmolaridade do muco nas vias aéreas
(JACQUES; SILVA, 1997; BERNARD et al., 2010; WICHER et al., 2010). Além disso,
ela reduz o broncoespasmo induzido por exercicio (SARMENTO, 2015).

Esses estudos supracitados estdo em consonancia com as orientagdes da
Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o Gerenciamento da Asma
(SBPTMA) publicadas posteriormente. Elas enfatizam a relevancia de abordagens
nao medicamentosas no tratamento. Isso se deve ao fato de que aumentar o limiar
anaerobio pode diminuir a susceptibilidade ao broncoespasmo induzido pelo
exercicio, desde que seja orientado e praticado de maneira adequada (CARVALHO
et al., 2012).

Ha décadas, é sabido que o exercicio fisico pode desencadear crises de asma,
mas também se reconhece que a pratica regular e planejada pode reduzir a frequéncia
dessas crises. Neste cenario, sabe-se que a natacdo, como parte do tratamento nao
medicamentoso, tem se mostrado eficaz no manejo da asma em criangas (RAM,;
ROBINSON; BLACK, 2000; MENDES et al., 2010; MATIAS; OLIVEIRA, 2017).
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No protocolo de treinamento instituido nessa pesquisa, apés cada semana de
treinamento, foi identificado um aumento na capacidade de carga suportada pelos
camundongos treinados, indicando uma melhoria no condicionamento fisico dos
animais. Algumas fontes sugerem que tal situagédo pode ser inferida desde que haja o
aumento da carga suportada pelos animais e aumento do tempo de duragdo dos
testes fisicos até a exaustdo, em comparagao com os testes iniciais (GOBATTO et al.,
2009; RAMOS et al., 2010).

O condicionamento fisico pode influenciar a producdo de lactato de varias
maneiras. Em geral, pessoas com bom condicionamento fisico tém sistemas
cardiovasculares e respiratérios mais eficientes, o que significa que podem fornecer
oxigénio aos musculos de forma mais eficaz. Isso pode reduzir a dependéncia do
metabolismo anaerdbico e, consequentemente, diminuir a producéo de lactato durante
o0 exercicio de intensidade moderada. Durante o exercicio, os musculos podem
produzir lactato como resultado da glicolise anaerdbica, que converte glicose em
energia (ABREU et al., 2016).

Em resumo, em situagdes de exercicio de intensidade moderada a alta, o
condicionamento fisico aprimorado pode induzir a produ¢ao de menores quantidades
de lactato do que individuos com pior condicionamento (GOBATTO et al., 2009;
ABREU et al., 2016). Isso justifica o fato de os camundongos dos grupos submetidos
a natacao, nesse estudo, apresentarem menores quantidades de lactato plasmatico
quando comparados com 0s grupos de animais asmaticos e do grupo controle. Além
disso, a associagao da natagdo com a suplementacdo com L-glutamina promoveu
nesse grupo uma diminui¢ao significativa desse metabolito circulante, uma vez que a
producdo de lactato também é influenciada por fatores como genética, tipo de
exercicio e alimentagdo (HUANG et al., 2016).

Considerando os parametros respiratérios analisados fora observado que a
presenca de inflamagcdo nas vias aéreas afeta a funcdo pulmonar, impactando na
dindmica dos volumes respiratérios identificados nos camundongos. Foi observado
um aumento no volume corrente mobilizado pelos animais em cada ciclo respiratorio,
juntamente com um aumento na frequéncia respiratéria. O mesmo perfil de alteracbées
respiratérias foi descrito por Oliveira (2018) em um modelo de inflamagao das vias
aéreas induzido pela proteina recombinante Blo t 5.

Esses resultados indicam que a inflamagao pulmonar resulta em um aumento

no volume corrente basal, demandando uma maior busca por ar para manter a
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funcionalidade respiratéria padrao durante a hematose. No entanto, a pratica de
natacéo e a suplementagcdo com L-glutamina conseguiu preservar a funcionalidade
respiratoria, visto que os camundongos dos grupos Asma + L-glt, Asma + Nat e Asma
+ L-glt + Nat apresentam mobilizagdo de volumes correntes e frequéncia respiratéria
semelhantes aos do grupo Controle e menores que do grupo Asma.

Uma alteragcédo importante ocasionada pela natagdo nos individuos asmaticos
€ a modificagdo do padrédo de respiragdo (NATALI; REGAZZI; ROSE, 2002). Em
decorréncia do treinamento a respiragcao considerada "rapida e superficial" se
transforma em uma respiracéo "lenta e profunda", o que contribui para a diminuicéo
do broncoespasmo. Essa mudancga pode ter impactos significativos nas atividades
cotidianas desses individuos, principalmente durante a pratica de exercicios fisicos
(NATALI; REGAZZI; ROSE, 2002; FAES; BALBE, 2020).

De acordo com McArdle, Katch e Katch (2013), a participacdo em atividades
aquaticas como natagdo e mergulho pode promover o desenvolvimento da
capacidade pulmonar. Esses exercicios fortalecem os musculos respiratorios ao
desafiar a resisténcia da agua contra o térax. A aplicagao de poténcia e forga durante
essas atividades resulta no desenvolvimento de uma significativa capacidade vital
forgcada no praticante. Isso se refere ao volume maximo de ar que pode ser inspirado
nos pulmdes com esforgco maximo, a partir do ponto maximo de inspiracdo (PEREIRA,
2002).

Nota-se que o exercicio de moderada intensidade nao alterou a secregao de
anticorpos da classe IgE contra OVA nos animais asmaticos treinados, assim como
para a classe de IgG anti-OVA. Além disso, encontrou-se a expressao de significativa
de IL-10 e IFN-y no homogenato pulmonar dos camundongos asmaticos treinados,
sugerindo que os efeitos benéficos do exercicio associado a suplementagdo com L-
glutamina neste modelo murino de asma sao mediados pela melhoria da resposta
imune regulatdria e resposta imune de perfil Th1.

Os resultados obtidos indicaram uma reducédo nos niveis de IL-5 e IL-6 nos
tecidos pulmonares dos grupos asmaticos submetidos aos diferentes tratamentos.
Essas descobertas estdo alinhadas com as observagdes de Vieira et al. (2013), que,
ao investigarem um modelo experimental de inflamagao pulmonar alérgica crénica,
constataram que camundongos submetidos a um treinamento moderado em esteira
aerobica apresentaram uma contagem reduzida de células positivas para IL-5 nas vias

aéreas.
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Além disso, Briiggemann et al. (2015) encontraram diminuicado de IL-5 e IL-6 e
aumento da secrecao de IL-10 nos tecidos pulmonares dos camundongos asmaticos
que foram submetidos a natacdo de alta intensidade. Isso refor¢ca os efeitos anti-
inflamatorios do exercicio quando realizado em modelos experimentais de asma,
independente da intensidade do exercicio instituida.

A IL-6, conhecida como fator exercicio ou miocina, pode desempenhar uma
fungéo reguladora do processo inflamatoério, sendo reconhecida na literatura como o
principal agente que controla a resposta de fase aguda durante o exercicio fisico. Essa
citocina € produzida em concentragdes mais elevadas pelo tecido muscular estriado
esquelético, pelos leucocitos e pelas células endoteliais, sendo a sua secregao
correlacionada com a intensidade, duragcdo e quantidade de massa muscular
envolvida na atividade fisica (PETERSEN e PEDERSEN, 2005; NEVES et al., 2014;
OLIVEIRA, 2018).

Sua principal fungcao, diante do seu pleiotropismo, € promover o switch de
secregao celular para citocinas regulatorias, como a IL-10. Diante disso, é factivel que
a agao da IL-6 contribua para a atenuacéo do processo inflamatério encontrado nessa
pesquisa (NEVES et al., 2014; OLIVEIRA, 2018).

Também fora identificado neste estudo que a natacéo e a suplementagcéo em
animais sensibilizados reduziram a expressao peribronquial de células inflamatérias,
sugerindo que ela pode estar envolvida tanto nos efeitos anti-inflamatérios quanto nos
efeitos antifibréticos induzidos pelo exercicio, conforme descrito por (DECAESTEKER
et al., 2022).

As células inflamatérias desempenham um papel crucial na inflamagao
pulmonar, pois sao responsaveis pela producio de citocinas e quimiocinas que atraem
novas células para o tecido, contribuindo para o remodelamento e a obstrucao das
vias aéreas (MARTIN e FREVERT, 2005; BARRIOS, 2008). A pratica de atividade
fisica € capaz de reduzir o recrutamento celular, atenuando assim o processo
inflamatdrio nos pulmdes (TERRA et al., 2012; OLIVEIRA, 2018).

Do ponto de vista histopatolégico, os dados dessa pesquisa demonstraram a
diminuicdo da deposigao de muco no lumen bronquial dos camundongos tratados com
a natagdo de moderada intensidade e suplementagdo com L-glutamina oral.

A produgdo excessiva de muco € um fator significativo que contribui para a
obstrugao do fluxo de ar tanto em casos leves quanto graves de asma, especialmente

durante exacerbagdes e incidentes fatais de asma (KHALFAOUI et al., 2022). A
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expressao do gene mucina-5AC (MUC5AC) e subsequente secregao de muco séo
influenciados por uma variedade de citocinas, fatores de crescimento e mediadores
lipidicos (ARTHUR et al., 2015).

Associado a alta produ¢do de muco no lumen dos bronquiolos, a polarizagéo
para a asma eosinofilica é induzida pela agdo da citocina IL-5 (ZHANG et al., 2019).
Tratamentos voltados para a asma tém como objetivo reduzir as exacerbagdes da
asma eosinofilica, principalmente atuando na prevencdo do recrutamento de
eosindfilos durante esses episdédios (KHALFAOUI et al.,, 2022). Para isso, €
necessaria a diminuicdo da secregdao da citocina IL-5, devido ao seu papel
quimiotaxico e ativador de eosindfilos (NAKAGOME; NAGATA, 2018).

Os dados dessa pesquisa identificaram que a natacéo e a suplementagao com
L-glutamina influenciam na diminuicdo da secre¢cdo de IL-5 nos pulmdes de
camundongos asmaticos. Portanto, & possivel inferir que o aumento persistente da
massa de musculo liso das vias aéreas, hiperplasia glandular, producao elevada de
muco e ativagdo de mastdcitos, caracteristicas de manutengcdo da asma grave
(KHALFAOUI et al., 2022), sejam diminuidos nos animais que receberam essas
modalidades de tratamento.

A broncoconstricdo e o acumulo de muco sao as principais causas de
obstrugao das vias aéreas, levando a sintomas, exacerbacdes e até mesmo morte na
asma (KHALFAOUI et al., 2022). Assim, tanto essa pesquisa desenvolvida, como
pesquisas futuras devem se concentrar na inativacao dos fatores que sustentam
essas caracteristicas patolégicas anormais.

Ko et al. (2007) identificaram que a biodisponibilidade de glutamina em um
modelo experimental de asma reduziu o numero de células epiteliais que continham
muco nas vias aéreas de camundongos e observou-se pouco ou henhum muco nos
limens bronquicos. Os autores afirmam que a glutamina inibe a acao da fosfolipase
A2 citosdlica dependente de calcio (cPLAz) influenciando prevenir a infiltragao
eosinofilica, a hiperplasia de células caliciformes produtoras de muco e a hiper
responsividade das vias aéreas (KO et al., 2007). Ao considerar essas descobertas
em conjunto com os dados dessa pesquisa, sugere-se uma estreita ligagao entre a
suplementagcao com L-glutamina e inibicdo da atividade da cPLA2 nos fendtipos
asmaticos dependentes de uma resposta de perfil Th2.

Assim, é possivel que haja uma redugdo na quantidade celular de glutamina

durante episddios asmaticos, levando a aumentos na fosforilagdo e na atividade da



51

cPLA2. O fornecimento adicional deste aminoacido parece corrigir essas
irregularidades.

Tomados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo revelam que a
pratica de natacédo e a suplementagdo com L-glutamina demonstraram um notavel
efeito sinérgico na reducao do processo inflamatorio alérgico. Este efeito sinérgico
resultou em melhorias significativas em diversos parametros da fungao respiratoria
em camundongos asmaticos. A ativacdo coordenada de mecanismos celulares
regulatorios foi evidenciada, culminando no aumento da produgéao de IL-10 e IFN-y.
Importante destacar que esses beneficios foram alcancados sem interferéncia na
producao de anticorpos das classes IgE e I1gG.

Este estudo reforca a hipotese inicial de um efeito sinérgico entre a
suplementacgao de L-glutamina e a atividade de natagdo na modulagéo da resposta
imune na asma experimental, abrindo perspectivas promissoras para abordagens

terapéuticas integradas no tratamento dessa condigao respiratoria.
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8 CONCLUSOES

1) Camundongos dos grupos submetidos a natacdo apresentaram menores
quantidades de lactato plasmatico quando comparados com os grupos de animais
asmaticos e do grupo controle.

2) A associacao da natagdo com a suplementagcdo com L-glutamina promoveu
diminuig&o significativa desse metabolito circulante.

3) A pratica de natagdo e a suplementagdo com L-glutamina foram capazes de
preservar a funcionalidade respiratéria.

4) A natacdo nos individuos asmaticos foi capaz de transformar o padrdo de
respiracao, passando de "rapida e superficial" para respiracéo lenta e profunda.

5) O exercicio de moderada intensidade em animais asmaticos nao foi capaz de alterar
os niveis de anticorpos IgE anti-OVA bem como de IgG anti-OVA.

6) O exercicio associado a suplementacdo com L-glutamina em modelo murino de
asma mostrou melhora da resposta imune regulatoria (aumento de IL-10) e do perfil
Th1 (aumento de IFN-y).

7) A natagdo de moderada intensidade e a suplementacdo com L-glutamina
influenciaram na diminuicdo da secreg¢do de IL-5 nos pulmdes de camundongos
asmaticos.

8) A pratica de natacdo aliada a suplementagao de L-glutamina revelou um notavel
efeito sinérgico, resultando na redugéo do processo inflamatdrio alérgico e melhorias
na funcao respiratéria em camundongos asmaticos. A ativagdo coordenada de
mecanismos regulatorios, valida a eficacia dessa abordagem integrada, destacando

seu potencial terapéutico na asma experimental.
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ANEXO

APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Lrj Universidade Federal de Uberlandia gCEUA

Comisséao de Etica na Utilizagdo de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Anilise dos efeitos da suplementacio com
aminodcidos nio essenciais associada ao exercicio fisico sobre biomarcadores
fisiologicos e imunoldgicos na asma experimental”, protocolo n” 024/20, sob a
responsabilidade de ERNESTO AKIO TAKETOMI - que envolve a produgdo,
manutengdo e/ou utilizacdo de amimais pertencentes ao filo Chordata. subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e for APROVADA pela COMISSAO DE
ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL
DE UBERLANDIA, em reunido 23 de setembro de 2022,

(We certify that the project entitled "Andlise dos efeitos da suplementagdo com aminoacidos ndo
essenciais associada ao exercicio fisico sobre biomarcadores fisiologicos e imunclégicos na asma
experimental”, protocol 024/20, under the responsibility of Ernesto Akio Taketomi - involving the
production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for
purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n” 11.794, of October 8th, 2008,
of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of september 23th, 2022).

Vigéncia do Projeto Inicio: 22/03/2021 Término: 30/01/2023
Espécie / Linhagem / Grupos Taxonomicos Camundongo 1sogénico BALB/c

Nimero de animais 128 animais + 40 animais = 168 animais
Peso / 1dade 20— 25g/ 6 a § semanas

Sexo Fémea

Origem / Local REBIR - UFU

Local onde serfo mantidos os animais: RERBIR - UFU

Alteracio realizada: Mudanca na data término de 01/08/2022 para 30/01/2023.
Solicitacio de 40 animais para realizac@o da replicata final dos grupos experimentais.

Uberlandia, 05 de outubro de 2022.
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