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TOCANDO EM FRENTE
(Almir Sater e Renato Teixeira)

Ando devagar porque jd tive pressa
e levo esse sorriso porque jd chorei demais
Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe
86 levo a certeza de que muito pouco eu sei, ou nada sei.

Conhecer as manhas e as manhds
0 sabor das massas e das magds
E preciso amor pra poder pulsar
E preciso paz pra poder sorrir
& preciso a chuva para florir

Penso que cumprir a vida seja simplesmente
compreender a marcha e ir tocando em frente
Como um velho boiadeiro
levando a boiada, eu vou tocando os dias
pela longa estrada eu vou, estrada eu sou

Conhecer as manhas e as manhds
0 sabor das massas e das magds
E preciso amor pra poder pulsar
E preciso paz pra poder sorrir
& preciso a chuva para florir

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora
Um dia a gente chega no outro vai embora
Cada um de nds compée a sua historia
cada ser em si carrega o dom
de ser capaz e ser feliz

Conhecer as manhas e as manhds
0 sabor das massas e das magds
E preciso amor pra poder pulsar
E preciso paz pra poder sorrir
& preciso a chuva para florir

Ando devagar porque jd tive pressa
e levo esse sorriso porque jd chorei demais
cada um de nés compde a sua historia
cada ser em si carrega o dom
de ser capaz e ser feliz
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RESUMO GERAL

Quando um tecido ou 6rgéo é alvo de algum tipo de injdria, da-se inicio ao
processo de inflamag&o tecidual. As reagfes celulares e humorais que tomam
parte desta reacdo sdo evocadas a fim de exterminar ou neutralizar o agente
infeccioso e seus produtos, permitindo que o reparo tecidual se dé da melhor
forma possivel. Contudo, algumas vezes o resultado desta acdo pode ser
prejudicial, levando ao comprometimento ou a perda das funcdes do tecido ou
orgdo em questdo, com conseqiéncias que podem afetar a saude do individuo
como um todo.

Em contrapartida, a atividade fisica moderada tem sido apontada como um
grande aliado no combate a varias doencgas, potencializando a ac¢do do sistema
imune e reduzindo os possiveis danos e minimizando os efeitos nocivos das
respostas inflamatérias.

Desta forma, nos propomos a verificar os efeitos da atividade fisica
moderada no processo inflamatorio e de reparacédo tecidual, comparando 10 ratos

Wistar que realizaram exercicios fisicos moderados com 10 sedentéarios, por meio



da andlise numérica (microscopia de luz) e ultra-estrutural (microscopia eletrdnica
de transmissdo) de mastocitos, macréfagos e fibroblastos, células muito
importantes para tais fenébmenos. O modelo de estudo escolhido foi o implante
subcutaneo de esponjas de PVC, que mimetiza situacdes clinicas importantes
como, por exemplo, implantes de marcapasso.

Nossos resultados indicam que as células do grupo treinado respondem de
maneira mais agil (precoce) e efetiva a injaria, que o nimero de cada tipo celular
foi significativamente maior neste grupo e ainda que, para quaisquer dos grupos,
os tipos celulares em estudo agem estreitamente interrelacionados.

Portanto, concluimos em nosso trabalho que a atividade fisica moderada
pode contribuir positiva e significativamente para o processo de inflamacéo e
reparo tecidual, possibilitando que a homeostase seja restabelecida mais

facilmente e, assim, evitando maiores danos ao individuo.



GENERAL ABSTRACT

When a tissue or organ is target of some offense, it feels beginning to the
process of tissue inflammation. Cellular and humoral reactions that participate of
this reaction are evoked to exterminate or to neutralize the infectious agent and
your products, allowing the tissue repair to feel in the best possible way. However,
the result of this action can sometimes be harmful, taking to the compromising or
the loss of the functions of the tissue or organ in subject, with consequences that
can affect the individual's health as a completely.

On the other hand, the moderate physical activity has been pointed as a
great ally in the combat to several diseases, improving the action of the immune
system and reducing the possible damages and minimizing the noxious effects of
the inflammatory answers.

Thus, we intend to verify the effects of the moderate physical activity in the
inflammatory and tissue repair process, comparing 10 Wistar rats that had carried

through moderate physical exercises with 10 sedentary ones, through the numeric



analysis (light microscopy) and ultrastructural (transmission electronic microscopy)
of mast cells, macrophages and fibroblasts, which are very important cells for such
phenomena. The model of chosen study was the subcutaneous implantation of
PVC sponges, that simulates important clinical situations as, for instance, implant
of pacemaker.

Our results indicate that the cells of the trained group answer in a more agile
(precocious) and effective way to the offense, that the number of each cellular type
was significantly larger in this group and although, for any of the groups, the
cellular types in study act narrowly interrelated.

Therefore, we ended in our work that the moderate physical activity can
contribute positive and significantly for the inflammation and tissue repair process,
making possible that the homeostasis is reestablished more easily and, like this,

avoiding larger damages to the individual.



INTRODUGAO GERAL

Esta secdo tem a intencdo de familiarizar o leitor com o0s aspectos
fundamentais da inflamacéo e da reparacao tecidual e facilitar a compreenséo das
origens e razfes para a execucdo do trabalho que segue e esta baseada na obra
de Clark (1985) dedicada exclusivamente & esta tematica.

Quando um tecido é acometido por alguma injuria, ela é frequientemente
acompanhada pela coagulagdo do sangue devido ao rompimento de alguns vasos
sanguineos. A sintese e a posterior lise do coagulo sao processos altamente
controlados e tém por maior funcdo gerar condicbes para que Se possa
restabelecer a homeostase.

Todavia, 0 coagulo também € parte da resposta inflamatéria e prové um
arcabouco para o recrutamento de células para o local da injuria, da seguinte

forma: seus componentes ou fragmentos gerados levam a ativagcdo das “cascatas”



do complemento, tanto pela via classica quanto pela alternativa, e, assim, podem
atrair neutréfilos e mondécitos para a area lesada, provocar a desgranulacao dos
mastocitos e promover a liberacdo por parte dos leucoécitos de fatores
quimiotaticos e fatores de crescimento como PDGF (platelet-derived growth
factor), TGF(transforming growth factor) a e B, os quais colaborardo para a
geracao do tecido.

Os neutréfilos e mondcitos sdo as primeiras células a se infiltrar. O
neutrofilo tem por principal funcdo limpar o local de bactérias e outros agentes
infecciosos, além da liberacdo de algumas enzimas que facilitardo a penetracao
celular através da membrana basal dos vasos sanguineos. Os monécitos chegam
ao tecido de modo semelhante ao dos neutréfilos, porém persistem por muito mais
tempo, ao contrario dos neutrofilos que desaparecem, em condigdes normais, logo
nos primeiros dias da inflamacdo. Uma das fun¢des dos mondcitos, ap6és sua
ativacdo e transformacdo em macrofago, é fagocitar neutréfilos, fragmentos da
matriz extracelular, além de organismos patogénicos. Os macrofagos também
produzem e secretam, sob estimulo ou constitutivamente, fatores de crescimento,
quimiotaticos e mitogénicos, necessarios para iniciar e propagar a formacdo do
novo tecido.

O novo estroma, também chamado tecido de granulacdo, comeca a se
formar aproximadamente 3 dias apds a injuria e consiste de novos vasos
sanguineos (neo-angiogénese), macrofagos, fibroblastos e perdas seletivas de
tecido conjuntivo.

A atracdo e proliferacdo das células, bem como a modulacdo de seus
fendtipos, dependem do tipo e da quantidade de citocinas presentes, do nivel de
atividade das células e das condicdes proporcionadas pela matriz extracelular.

Assim, macrofagos, fibroblastos e o0s vasos sanguineos agem
interdependentemente, como uma unidade. Os macrofagos provéem continua
fonte de citocinas para estimular a fibroplasia, que consiste em uma dinamica
reciprocidade de fibroblastos, citocinas e matriz extracelular. Os fibroblastos
provéem a nova matriz extracelular para suportar o influxo celular, além de

contribuir também para a angiogénese, isto €, a formacdo de novos vasos



sanguineos. Os vasos sanguineos, por sua vez, provéem o oxigénio e nutrientes
necessarios para manter o metabolismo das células.

Nessa dinamica, ainda auxiliam os mastdcitos, estimulados a liberar o
conteudo de seus granulos, além de sintetizar outros novos, facilitando assim a
passagem de células para o tecido através dos vasos sanguineos. Os mastocitos
produzem também interleucina-4 (IL-4) e podem contribuir para o acumulo de
matriz colagenosa, pois sintetizam também triptase em abundancia e esta
estimula a proliferagéo dos fibroblastos.

Apoés a sintese e deposicao iniciais dos colagenos fibrilares I, Il e VI,
miofibroblastos remodelam a matriz contraindo a ferida. A contracdo da ferida
representa uma interacdo complexa e imperiosamente orquestrada de células,
matriz extracelular e citocinas. Por exemplo, os macrofagos, a partir da primeira
semana de atividade, ja secretam PDGF que estimula os miofibroblastos a contrair
a porcao injuriada (ferimento).

A remodelacdo da matriz extracelular, a maturacéo celular e a apoptose
estabelecem a terceira fase da reparacdo, a qual se sobrepde com a formacgao
tecidual.

Contudo, a reparacao tecidual ndo é um processo simples e linear, como
estas descricbes reducionistas podem sugerir. Ao contrario, suas trés grandes
etapas, definidas por convencao e para facilitar seu entendimento, (1) inflamacéao,
(2) formacéao de tecido e (3) remodelacao tecidual, sucedem-se no tempo mas nao
sdo mutuamente exclusivas, dado o carater interdependente destes eventos e, na
realidade, sobrepdem-se para levar o processo a bom termo.

Muitas vezes, sobretudo nos vertebrados mais derivados e na fase adulta
da vida, a resposta a leséo tecidual termina por ndo restabelecer o tecido tal como
era, mas se da como uma resposta fibroproliferativa que se transforma em uma
cicatriz, ou seja, € muito mais um remendo do que uma restauragcdo. A gravidade
deste tipo de desfecho depende principalmente de sua extensdo e do local onde
se da. Por exemplo, ndo haveria grandes conseqiéncias se ocorresse na

epiderme; porém em 6rgdos como o figado acarretaria grandes prejuizos a saude.
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Por outro lado, a atividade fisica € constantemente apontada como um
elemento capaz de gerar e garantir saude. Muitos trabalhos tém investigado os
efeitos da atividade fisica, tanto em condicBes saudaveis quanto patoldgicas,
buscando entender melhor sua relagdo com os processos fisiologicos e
modulagdo do sistema imune, influéncia sobre células, citocinas, fatores de
crescimento, hormdnios e contemplando também os efeitos de diferentes niveis de
atividade fisica.

Desta forma, despertou-se o0 interesse em pesquisar a influéncia da
atividade fisica moderada em situacbes de inflamacédo crbnica causada pela
presenca no tecido de um elemento inorganico localizado subcutaneamente, uma
vez que esta € uma situacdo cotidiana em muitos quadros clinicos, como, por
exemplo, implantes de marcapasso e silicone.

Isto posto, decidiu-se utilizar como modelo experimental o implante
subcutaneo de esponjas de PVC em ratos Wistar machos e adultos e executar a
analise mirando mastocitos, macréfagos e fibroblastos, devido a participacao
expressiva, acima descrita, que tais células tém neste processo. Optou-se pela
investigacdo comparativa entre um grupo sedentério e treinado, em nivel ultra-
estrutural, dada a correspondéncia direta existente no dominio celular entre forma
e funcdo, e também embasada por valores provenientes de contagens, para que
se pudesse expressar as diferencas entre 0s grupos com apoio e ajuda

interpretativa dos métodos estatisticos.



MASTOCITOS E ATIVIDADE FiSICA MODERADA
NA REPARACAO TECIDUAL

CAPITULO 1
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1.1 RESUMO

Os mastocitos sao ceélulas globosas, grandes e com citoplasma repleto de
granulos basofilos. Elas participam do processo inflamatorio liberando mediadores
quimicos armazenados, promovendo o recrutamento de leucécitos e o
relaxamento de vasos sanguineos. Ha evidéncias de que os produtos derivados
da pratica de atividade fisica moderada melhoram as defesas do organismo no
combate a inflamacgdes. Este trabalho compara ultra-estrutural e numericamente
mastocitos com e sem influéncia de atividade fisica moderada. Ratos Wistar
machos foram randomizados em dois grupos, 10 sedentarios (S) e 10 treinados
(T), os quais receberam implantes de esponja de PVC na regido dorsal. Os
animais T foram submetidos a atividade fisica moderada com natacdo diaria. ApGs
05, 10, 15, 20 e 30 dias os animais foram mortos, os implantes removidos e
submetidos a preparacdes para microscopia eletrénica de transmissdo. O nimero
de mastécitos € significativamente maior no grupo T. Morfologicamente mantém-
se o0 padrdo classico destas células, salvo algumas excecbes. Quanto a

desgranulacdo, foram observados os padrbes anafilatico e gradual, além da
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extrusdo de granulos encerrados em membrana. Concluiu-se, por meio das
analises, que a atividade fisica moderada € potencialmente benéfica e melhora o

desempenho do sistema imune.

1.2 INTRODUCAO

A inflamacao é fundamentalmente uma resposta protetora cujo objetivo final
€ livrar o organismo da causa inicial da lesao (p.ex., micrébios, toxinas) e das
consequéncias desta leséo (p.ex., células e tecidos necréticos). Sem inflamacéo,
as infeccdes prosseguiriam desimpedidas, as feridas jamais cicatrizariam e 0s
orgdos danificados poderiam tornar-se chagas permanentes. A resposta
inflamatéria esta estreitamente interligada ao processo de reparo tecidual, assim
sendo, serve para destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo. Deste modo, pde em
movimento uma série de eventos que, tanto quanto possivel, reconstituem e
cicatrizam o tecido danificado. Entretanto esta resposta protetora, sendo
potencialmente lesiva, tem um custo para o organismo. A reparacdo por fibrose
produz faixas fibrosas que podem interferir com a atividade organica normal,
limitando a mobilidade das articulagbes e obstruindo érgaos como o intestino, por
exemplo. As drogas inflamatérias encontradas no mercado visam aumentar 0s
efeitos saudaveis da inflamacao e controlar os efeitos nocivos (RICHES, 1996;
CABRERO et al., 2002; BAUGH e DONNELLY, 2003; GRIP et al., 2003).

A inflamacéo pode ser dividida em padrdes agudos e crénicos. Enquanto a
fase aguda caracteriza-se por respostas exsudativas e formacdo de edemas, a
inflamacdo cronica caracteriza-se por respostas mais proliferativas que
exsudativas, frequentemente geradas pela permanéncia do agente infeccioso. Um
modelo de inflamac&o crbénica € a induzida por meio do implante de um corpo
estranho. Nestas reacdes granulomatosas a populacdo de leucdcitos é
predominantemente mononuclear com a mistura de macréfagos, proliferacdo de
fibroblastos e neovascularizacdo (PEACOCK e VANWINKLE,1985; RICHES,
1996; NORBORG et al.,, 2000; AKGUL e EDWARDS 2003; WALKER et al;



12

2003). Para tanto os mastécitos executam um papel muito importante, uma vez
gue agora sao reconhecidos como indutores primarios e amplificadores tanto da
resposta imune inata quanto da adaptativa e ndo apenas células efetoras das
doencas alérgicas e de respostas imunes ligadas a parasitoses do intestino
delgado (GURISH e BOYCE, 2006).

Os mastocitos sdo ceélulas alongadas quando estdo aderidas ao tecido
conjuntivo e arredondadas quando estdo isoladas. De fato, estas células tém
origem na medula 6ssea e podem migrar através do sangue até os tecidos
periféricos. Seu tamanho varia de acordo com sua localizacdo, e mede em média
de 5um a 20um de diametro. Apresentam o citoplasma repleto de granulos que
exibem metacromasia em presenca de corantes basicos, como o azul de toluidina.
Esta metacromasia é resultante da presenca de heparina, um glicosaminoglicano
rico em grupamentos sulfato, presente no interior dos granulos.

Ao microscépio eletrdnico, estas células apresentam numerosos granulos
citoplasméticos, poucas mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico granular pouco desenvolvidos e o nucleo com localizacdo central.
A superficie dos mastocitos é coberta por finos prolongamentos citoplasmaticos.

A heparina possui um amplo papel, participando inclusive da regulacdo da
atividade da matriz extracelular por aumentar a ligacédo entre a fibronectina e o
colageno. Além dela, outros glicosaminoglicanos podem ser armazenados nos
granulos de mastdcitos. Entre 08 e 12 horas apds sua ativagdo, os mastécitos
produzem os chamados fatores neo-sintetizados — fator de crescimento de
transformacéo beta (TGF-B) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF) - que
participam dos processos de modulacao e reparacao dos tecidos, atuando sobre
os fibroblastos e a fibrose. Os fatores de crescimento produzidos e liberados
(desgranulacdo) pelos mastécitos estimulam a diferenciacdo e a proliferacédo
celular, bem como a diapedese (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; JAMUR,
2005).

Geralmente distinguem-se dois padrdes basicos de desgranulagdo dos
mastécitos. A desgranulacado anafilatica (DA) ou citotdxica e a desgranulagéo

gradual (DG). A DA é caracterizada pela formacdo de canais de desgranulagao
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intracitoplasmaticos por meio da fusdo dos granulos uns aos outros e pela
extrusdo de granulos livres de membrana pela superficie celular através de
multiplos poros da membrana. Ja a DG € caracterizada pela presenca de granulos
ndo fundidos, cheios ou parcialmente cheios, sem extrusdo dos granulos. Ha
ainda um terceiro tipo de desgranulagdo ndo muito bem estudado que envolve
granulos limitados por membrana que alcangam o meio extracelular sem causar
danos a membrana plasmatica, podendo ser um exemplo de secrecdo apoécrina
(JUNG et al., 2003). Letourneau et al. (2003) sugere que ha correlacdo entre a
patologia e o tipo de desgranulagcdo, ou seja, 0 composto do granulo que esta
sendo liberado € que determinaria o tipo de desgranulacéo.

Considerando as patologias, evidéncias epidemioldgicas tém mostrado que
exercicios fisicos moderados, realizados regularmente, sdo benéficos na protecao
do organismo as doencas infecciosas (NIEMAN, 1994, LOWDER et al., 2005),
cancer (STERNFELD, 1992) na aceleracé&o dos processos de reparo e controle da
inflamacao (NIEMAN, 1998, ROBERTS et al., 2006) e na manutencéo do sistema
imune (WOODS et al., 2003). Estudos com animais de laboratério tém
demonstrado a complexidade da interacao exercicio-sistema imune e afirmam que
o exercicio moderado melhora algumas respostas inflamatorias, enquanto o
exercicio exaustivo afeta negativamente a capacidade imunolégica (WOODS et
al., 1997; PEWNJIE et al., 2003). Os possiveis mecanismos de imuno-modulacao
induzidos pelos exercicios podem incluir mudancas hormonais, metabdlicas e
fisiologicas (FIELD, 1991; SMITH, 1997). A atividade fisica moderada, realizada
regularmente, pode atenuar as respostas de estresse do organismo reduzindo a
producdo dos hormdnios imunossupressores e também levando a liberacdo do
horménio de crescimento (GH), do peptideo natriurético atrial (ANP) (MAACK,
1992) e da glutamina sérica (KOYAMA et al., 1998; CURI et al., 2005), acelerando
a recuperacao dos tecidos inflamados.

Nos ultimos anos, as investigacfes tém focado nas reacfes de fase tardia,
que sao similares as manifestacfes de doencas crbnicas, porque se percebe que

estas reacoes inflamatérias ndo s6 envolvem mediadores, mas também mobilizam
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varios tipos celulares e refletem as condicdes clinicas mais acuradamente que
respostas agudas menos complexas (NAGAI et al., 2000).

Para reproduzir as reacdes inflamatorias e de reparacdo tecidual que
ocorrem em situacbes clinicas importantes e rotineiras como, por exemplo,
implantes de marcapasso, implantes de silicone, utilizacdo de materiais em
fraturas Osseas, pesquisas tém empregado o modelo de implante subcutaneo de
materiais inorganicos, como esponjas de PVC (AMEMIYA e DAKE, 1994; RONDO
et al. 1996; YANAGIHARA et al., 2000; RAULIN, et al., 2000).

Assim, devido a participacdo e influéncia que os mastocitos exercem nas
reacoes e nos processos de inflamacdo e reparacdo e a potencialidade
moduladora da atividade fisica moderada, é interessante e necessario realizar
experimentos que relnam estes elementos e estender a analise ao nivel ultra-
estrutural, dada a relacao direta existente entre a morfologia e a atividade dos
componentes celulares, e realizar a quantificacdo das células, como mais uma
forma de agregar conhecimentos, dado que poucas pesquisas tém levado em

conta analises quantitativas em implantes in vivo (THOMSEN e GRETZER, 2001).

1.3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é comparar, por meio de andlises ultra-estruturais

e quantitativas, mastocitos de ratos Wistar que receberam implantes subcutaneos

de esponjas de PVC e foram submetidos a realizacdo de atividade fisica

moderada com os daqueles que também receberam tais implantes mas né&o

praticaram a referida atividade.

1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Animais e treinamento
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Foram utilizados 20 ratos machos adultos Wistar com aproximadamente 70
dias de idade no inicio do experimento, alimentados com racdo balanceada
padrdo Purina, agua ad libitum e mantidos em gaiolas coletivas a temperatura
ambiente de 25°C e fotoperiodo de 12C:12E.

Os ratos foram distribuidos randomicamente nos seguintes grupos:
sedentério (S), ratos que nao realizaram exercicios fisicos (n=10); treinado (T),
ratos que realizaram exercicios fisicos moderados (n=10). Aos 10 dias do inicio do
treinamento (periodo de adaptacdo progressiva), 0s ratos sedentarios e treinados
foram submetidos a cirurgia de implante de esponja de PVC (polivinicloro) e
recolocados nas gaiolas. O grupo T retornou ao esquema de exercicio dois dias
apos o implante. Aos 5, 10, 15, 20 e 30 dias depois da realizacdo da cirurgia,
respectivamente, 2 ratos de cada grupo permaneceram em repouso por 24h e
foram mortos.

Para o implante da esponja de PVC, os ratos foram anestesiados por
inalacdo com éter etilico e tricotomizados na regido mediana dorsal, onde foi
realizada uma inciséo cirargica perpendicular ao eixo da coluna vertebral. Apés a
divulsdo dos tecidos subcutaneos foram implantadas esponjas de PVC, com 7,0
mm?® previamente autoclavadas, distando 4,0 mm da incisdo para evitar
interferéncia dos processos de cicatrizacdo. Em seguida foi feita a sutura da
incisdo. Todos os procedimentos foram realizados em condi¢gfes estéreis.

Os animais do grupo T realizaram natacédo com carga equivalente a 3% do
peso corporal acoplada ao térax, por 60 minutos diarios, 5 dias por semana, por
até 30 dias. As sessdes de natacdo foram iniciadas as 8:00h em recipiente de
amianto (100cmx 70cmx60cm) com coluna d’agua de 40 cm, para evitar que 0s
ratos apoiassem a cauda no fundo do recipiente. A temperatura da agua foi
mantida em 32 + 1°C. Apds o término das sessbes de natacdo, os ratos foram
enxutos e retornados as suas respectivas gaiolas em sala com temperatura de
25°C. Os animais S foram colocados na agua, nas mesmas condi¢cdes anteriores,

aproximadamente 2 minutos por dia, para simular a manipulacdo dos animais T.
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1.4.2 Analise Ultra-estrutural

Apds a morte dos animais, os implantes de PVC foram removidos e fixados
em glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,3 por 24h e
pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampédo cacodilato de sodio 0,1M,
seguindo desidratacdo em série graduada de acetona. O material foi incluido em
resina Epon-Araldite e cortado em ultramicrotomo Sorvall Porter Blum MT2. Foi
entdo contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo. O material foi
analisado sob microscopia eletrbnica de transmissdo com microscopio eletrénico
Phillips CM 100.

1.4.3 Andlise Quantitativa

Os mastocitos foram quantificados em cortes de 0.5 um corados com Azul de
Toluidina. Foram analisados e quantificados 15 campos para cada subgrupo (5S,
10S, 15S, 20S, 30S, 5T, 10T, 15T, 20T, 30T) através de um microscépio de luz
Zeiss. Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados pelo teste de
ANOVA Two Way (andlise de variancia para dados amostrais independentes) com
os fatores grupo (treinado e sedentario) e tempo (5, 10, 15, 20 e 30 dias), para
p<0,01.

1.5 RESULTADOS

1.5.1 Analise Ultra-estrutural

Morfologicamente, os mastdcitos, tanto do grupo S quanto do grupo T, sé&o
bastante semelhantes entre si. Apresentam-se arredondados no inicio do
experimento (figs. 1, 2, 3 e 4) e tornam-se mais alongados a partir dos grupos de
15 dias (figs. 5, 6, 7, 8, 9 e 10).

A membrana plasmatica apresenta muitos prolongamentos citoplasmaticos
finos por toda a superficie. O citoplasma é preenchido por granulos e pobre em

organelas, sinalizando que os mastdcitos encontram-se maduros. O ndcleo é
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7

relativamente grande e central e € preenchido basicamente por eucromatina,
ficando a heterocromatina restrita a periferia.

Os mastdcitos foram observados, freqlientemente, em grupos de 2 a 4
bastante proximos uns aos outros, geralmente proOximos a vasos sanguineos,
como € caracteristico para este tipo celular.

Entretanto, os grupos apresentam algumas diferencas quanto aos granulos:
0s mastdcitos do grupo 5T possuem maior abundancia deles em relagdo aos do
grupo 5S (figs. 1 e 2). Porém, o grupo 10S possui granulos em quantidade similar
aquela do grupo 5T. Enquanto isso, no grupo 10T os granulos parecem estar em
um estagio de desgranulacdo mais avancado que em 10 S (figs. 3 e 4). A situacao
do grupo 15S € semelhante a do grupo 15T, porém neste Ultimo podem ser
verificados contatos mais abundantes dos mastocitos com outros tipos celulares e
elementos fibrilares da matriz extracelular (figs. 5 e 6). No grupo 20S, nota-se que
seu aspecto morfolégico € diferenciado com relagdo aos demais grupos e possui
granulos menos abundantes quando comparados ao grupo 20T (figs. 7 e 8). Entre
os grupos 30S e 30T, ndo ha diferenca significativa entre a quantidade de
granulos, porém no grupo 30S a desgranulacdo prossegue mais intensa em
relacdo ao grupo 30T, que possui granulos mais elétron densos e, portanto, menor
atividade (figs. 9 e 10).

Quanto a desgranulacéo, verificam-se diferentes padroes. Nos primeiros
estagios predominam granulos ndo fundidos, parcialmente vazios, com menor
elétron-densidade, muitas vezes expandidos, sem que sofram extruséo,
caracteristicas tipicas da DG (figs. 11, 12, 13, 14). Nos estagios mais avancados
predomina a fusdo dos granulos, formando canais de desgranulacdo e também
ocorre a liberagdo de granulos livres de membrana através de poros na superficie
celular, caracteristicos da DA (figs. 15, 16, 17, 18). Tais granulos podem ser
encontrados proximos aos mastoécitos, associados a matriz extracelular (MEC) ou
proximos a outros tipos celulares ou ainda fagocitados por estes. Algumas vezes,
notam-se alguns granulos que sofreram extrusdo, mas parecem estar encerrados
por membrana (figs. 4 e 10), aspecto acompanhado as vezes por alteracdes

morfoldgicas nas células, como no grupo de 20 S (fig.19).
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Nota-se ainda que os mastdcitos mantém intimos contatos com outras
células e com a MEC, evidenciada nas fotos pelo colageno, (figs. 20, 21, 22, 23 e
24). Este fenbmeno, embora seja verificado em ambos 0s grupos, € mais intenso e

precoce no grupo T.

1.5.2 Andlise quantitativa

A partir da contagem acima descrita, verificamos que o maior niUmero de
mastocitos no grupo T ocorre aos 5 dias e no grupo S ocorre aos 10 dias (figura
25).

A andlise de variancia ANOVA two-way, cujas fontes de variabilidade na
variavel dependente (nimero de fibroblastos) sdo tempo (com 5 niveis: 5, 10, 15,
20, 30 dias) e o grupo (sedentario e treinado), detectou que ndo ha interacdo
significativa entre os fatores (T e G) e seus efeitos isolados sdo altamente
significativos (p<0.01) (tabela 1).

Dentro de cada intervalo as médias do grupo S foram consistentemente

menores que as do grupo T (figura 26).

1.6 DISCUSSAO

A morfologia dos mastdcitos do presente estudo coincide bastante com
aquela descrita por Jamur (2005). Cabe apenas observar que a autora descreve
0s mastécitos como alongados quando estdo aderidos a matriz extracelular e
arredondados quando isolados. Em nosso trabalho, sdo notados os dois aspectos
morfologicos, apesar das células estarem no tecido conjuntivo.

E facil entender a localizagdo deste tipo celular, j4 que uma de suas
principais funcdes é aumentar a permeabilidade vascular e facilitar a diapedese
das células.

A quantidade de granulos e o seu padrdo de desgranulacdo sugerem que
as células do grupo T desempenham seu papel mais precocemente em relagéo ao

grupo S. Além disso, as células do grupo T tornam-se mais alongadas antes (ao
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redor dos 10 dias) que as do grupo S (ao redor dos 15 dias). Segundo ainda a
mesma autora, existe relacdo entre a forma da célula e a interacdo dela com o
tecido. Assim, este poderia ser mais um indicio de que as células do grupo T estdo
mais adiantadas em suas interacfes que as do grupo S. Além disso, a formacéo
de poros na superficie celular, por onde granulos livres de membranas sao
extrudados em condi¢des de DA, é observada no grupo T aos 10 dias e no grupo
S aos 15.

Simplificadamente pode-se  dizer que a desgranulacdo €
predominantemente DG do inicio ao meio do experimento e dai até o final
predomina a DA. Estes resultados sé&o corroborados pelos estudos de Dvorak et
al. (1996) que afirmam que a DG precede e é inversamente relacionada a DA.
Nossos resultados mostram ainda que muitas vesiculas com caracteristicas tipicas
da DG comegcam mais tarde a mostrar sinais de fusdo, tipicos da DA,
evidenciando a transicdo. Estes autores também atribuem as células sob DA as
caracteristicas de morfologia e processos de superficie alongados, 0 que esta de
acordo com nossas observacdes, como ja descrito.

E dificil, em uma anélise ultra-estrutural, tentar estabelecer motivos para
tais padrbes de desgranulacdo, mas a literatura pesquisada oferece algum
suporte. Letourneau et al. (2003) correlacionam o tipo de desgranulacdo a
patologia e ao componente granular que esta sendo liberado. Segundo Dvorak e
Morgan (1997) é por meio da DG que a histamina dos macréfagos € liberada.
Dvorak et al. (1996) estabelecem ainda que a estimulacdo de mastocitos com anti-
IgE produz extensiva evidéncia de DA, enquanto MCP-1 (monocyte chemotactic
protein) € o maior estimulante da DG.

Nem mesmo a literatura consultada nos permite inferir seguramente algo a
respeito dos granulos que, eventualmente, sdo extrudados com a membrana.
Algumas vezes, eles estdo associados a padrdes morfolégicos alterados das
células, como é o caso dos grupos de 20 dias, que poderia indicar que o
fenbmeno é decorrente de alguma situacéo fisiolégica adversa. Contudo, notamos
também este tipo de desgranulacdo associado ao padrdo morfolégico classico da

célula, o que pode negar a hipétese anterior. Ao descrever este fenbmeno, Jung et
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al. (2003) também né&o o explora e nem justifica que tipo de evento o ocasionaria,
porém afirma ndo haver nenhum dano a célula e sugere que poderia ser um tipo
de secrecdo apocrina. Logan et al. (2003) identificam a citdlise como um
importante modo de deposicdo de granulos nos tecidos, apesar de ndo a
considerarem um tipo de exocitose.

Chama atencédo também que aos 30 dias, sobretudo no grupo S, notam-se
granulos menores, bastante elétron-densos, sugerindo que tais células encontram-
se em processo de nova sintese, produzindo mais mediadores e dando
prosseguimento ao processo. Estes fatos sdo respaldados pelos estudos de
Dvorak e Morgan (1997) que afirmam que na cura de feridas os mastocitos que
perderam o conteldo de seus granulos por DG tém as vesiculas novamente
preenchidas e de Dvorak et al. (1998) que relatam que mastocitos sdo submetidos
a maturacdo granular quando co-cultivados com fibroblastos in vitro. Contudo, néo
€ possivel verificar, ao menos nas imagens que embasam nossas analises, 0
grande desenvolvimento de organelas como o complexo de Golgi e de polissomos
livres que tanto Jamur (2005) quanto Letourneau (2003) descrevem como
caracteristicos de células que estdo sintetizando seus granulos novamente.
Associado a isto, a morfologia arredondada, tal como verificada no inicio do
experimento, que muitas células do grupo 30S assumem pode ser um indicativo
de que o processo de inflamacédo ainda € bastante intenso no grupo S. O mesmo
nao se verifica em relagdo ao grupo T.

E muito importante atentar ainda para as estreitas relacbes que 0s
mastocitos mantém com outros tipos celulares e até mesmo com elementos da
matriz extracelular por meio dos prolongamentos citoplasméticos presentes na
superficie celular ou até pela unido de células (reveja a figura 18). Segundo Jamur
(2005), sdo as integrinas, receptores de membrana, que provem a adesao dos
mastocitos as proteinas da MEC, como a fibronectina, por exemplo, e as células
residentes no tecido conjuntivo. Mastdcitos conectados a fibronectina apresentam
maior ativacdo e essa interagdo pode ser um dos fatores de maior
responsabilidade pela modulagdo das respostas biologicas destas células, como

diferenciacdo, migracdo, sintese e liberacdo de mediadores, alteracbes
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morfoldgicas, sobrevivéncia celular e apoptose. Além disso, nessas interacoes,
Dvorak et al (1998) ressaltam o importante papel desempenhado pelos granulos
extrudados, os quais podem ser observados ligados a pacotes de fibras
coldgenas, unidos a superficie dos mastocitos ou retidos entre mastocitos e
células adjacentes, como os fibroblastos. Granulos nessas condi¢fes foram
observados em abundancia em nossas analises.

O fato do grupo T demonstrar maior intensidade e antecipar-se no
estabelecimento de contato com células residentes do tecido conjuntivo e
elementos da MEC sdo mais um indicativo de que a atividade fisica moderada é
benéfica na resolucéo da inflamacdo.

Numericamente, os resultados indicam que a populacdo de mastdcitos é
significativamente maior no grupo T que no grupo S, sugerindo que a atividade
fisica moderada pode realmente melhorar a resposta imune a inflamacbes
(WOODS et al., 1997; NIEMAN, 1998), ou, a0 menos, aumentar o potencial do
sistema imune para resolver este tipo de situacdo. Apesar das analises
estatisticas detectarem que os efeitos isolados dos fatores T e G sdao
significativos, € importante observar que o tempo é igual para ambos 0s grupos e
eles diferem quanto a pratica ou ndo de exercicios, ou seja, a diferenca numeérica
existente pode ser atribuida aos efeitos da atividade fisica moderada.

O fato da maior populacdo de mastdocitos ocorrer aos 5 dias no grupo T e
aos 10 dias no grupo S € mais uma evidéncia de que a atividade fisica moderada
tem efeitos antecipadores nos processos inflamatérios, mesmo porque, como
ilustrado, os mastocitos sédo células que estabelecem interagdes importantes com
outras células, seja por contato fisico ou por mediadores produzidos, e assim
podem acelerar as demais etapas do processo inflamatério. Por exemplo, os
mastocitos podem modular a atividade pré-coagulante dos macrofagos e a
producdo do fator de necrose tumoral (TNF) de modo dependente de
concentracdo e tempo (DACKIW et al., 1995) e ha evidéncias de que a
degranulacdo dos mastécitos podem até mesmo regular a densidade de
macrofagos em Uteros de ratas, segundo trabalho de Bosquiazzo et al (2005).

Além disso a proliferacdo de fibroblastos pode ser promovida pela ativacdo de
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mastécitos (JUNG et al.,, 2003; BUCKLEY et al.,, 2001) e, da mesma forma, a
deplecdo de mastdcitos esta associada a diminuicdo da fibrose (YAMAMOTO et
al.,, 2001; EVERETT et al., 1995). Considerando que o grupo T exibe mais
rapidamente tanto o pico numérico de mastocitos quanto a diminuicdo de sua
populacdo e ainda que aos 30 dias tais células no grupo S exibem maior atividade
que no grupo T, a atividade fisica moderada revela-se bastante benéfica para a

resolucao da injuria e restabelecimento da homeostase.

1.7 CONCLUSAO

A partir de nossas analises podemos concluir que o numero de mastocitos &
significativamente maior no grupo treinado do que no sedentario, que a atuacéo e
as interacfes entre 0os mastocitos e o tecido se dao mais precocemente no grupo

T e que a atividade fisica moderada potencializa a acdo destas células.
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FIBROBLASTOS E ATIVIDADE FiSICA MODERADA
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2.1 RESUMO

Héa evidéncias de que os produtos derivados da pratica de atividade fisica
moderada melhoram as defesas do organismo, incluindo o desempenho de muitos
tipos celulares no combate a inflamagbdes. Os fibroblastos constituem uma
populacdo celular bastante versatil e heterogénea que participa das reacfes de
inflamacéo modulando o micro-ambiente tecidual e as células do sistema imune.

Este trabalho compara numérica e ultra-estruturalmente fibroblastos com e
sem influéncia de atividade fisica moderada com o objetivo de investigar que
efeitos esta € capaz de produzir.

Ratos Wistar machos foram randomizados em dois grupos, 10 sedentarios
(S) e 10 treinados (T), os quais receberam implantes de esponja de PVC na regido
dorsal. Os animais T foram submetidos a atividade fisica moderada com natacéo

diaria. Apés 5, 10, 15, 20 e 30 dias os animais foram mortos, os implantes
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bY

removidos e submetidos a preparacbes para microscopia eletrbnica de
transmissao.

Apesar de ndo haver significante diferenca morfolégica entre os fibroblastos
dos grupos S e T, a diferenca no numero de células nos varios estagios deste

estudo € bastante expressiva.

2.2 INTRODUCAO

A inflamacao é fundamentalmente uma resposta protetora cujo objetivo final
é livrar o organismo da causa inicial da lesdo (p.ex., micrébios, toxinas) e das
consequéncias desta leséo (p.ex., células e tecidos necroticos). Sem inflamacéo,
as infeccbes prosseguiriam desimpedidas, as feridas jamais cicatrizariam e 0s
orgdos danificados poderiam tornar-se chagas permanentes. A resposta
inflamatédria esta estreitamente interligada ao processo de reparo tecidual. Deste
modo, serve para destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo e pde em movimento
uma série de eventos que, tanto quanto possivel, cicatrizam e reconstituem o
tecido danificado. Entretanto esta resposta protetora, sendo potencialmente lesiva,
tem um custo para o organismo. A reparacdo por fibrose produz faixas fibrosas
gue podem interferir com a atividade organica normal, limitando a mobilidade das
articulacbes e obstruindo 6rgdos como o intestino, por exemplo. As drogas
inflamatérias encontradas no mercado visam aumentar os efeitos saudaveis da
inflamacao e controlar os efeitos nocivos (RICHES, 1996; CABRERO et al., 2002;
BAUGH e DONNELLY, 2003; GRIP et al., 2003).

A inflamacéo pode ser dividida em padrdes agudos e cronicos. Enquanto a
fase aguda caracteriza-se por respostas exsudativas e formacdo de edemas, a
inflamagdo crbnica caracteriza-se por respostas mais proliferativas que
exsudativas, freqientemente geradas pela permanéncia do agente infeccioso. Um
modelo de inflamacéo crbnica € a induzida por meio do implante de um corpo
estranho. Nestas reacdes granulomatosas a populacdo de leucdcitos é

predominantemente mononuclear com a mistura de macrofagos, proliferacdo de
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fibroblastos e neovascularizagdo (PEACOCK e VANWINKLE,1985; RICHES,
1996; NORBORG et al.,, 2000; AKGUL e EDWARDS 2003; WALKER et al;
2003).

Os macréfagos séo apontados, ao lado dos neutréfilos, como a primeira linha de
defesa a tomar parte das reagdes inflamatorias e passam a produzir fatores tais como PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor) e TGF (Transforming Growth Factor), os quais
estimulam tanto a proliferacdo de fibroblastos, como sua migracdo e participagcdo na
producdo da matriz extracelular (KURKINEN et al., 1980; WELCH et al., 1990, CLARK,
1996).

Os fibroblastos séo importantes células sentinelas no sistema imune: definem
ativamente a estrutura do micro-ambiente tecidual e modulam o comportamento
de células do sistema imune, condicionando o micro-ambiente local de modo que
a cinética e a natureza do infiltrado inflamatério sejam apropriadas para a causa
do dano. E proposto que estas células ocupem um papel critico na mudanca da
inflamacdo aguda para imunidade adaptativa e tecido de reparacdo e, também,
sugere-se que a inflamacdo cronica ocorra devido ao comportamento
desordenado de fibroblastos, no qual falha a desativacdo de seu programa
inflamatdrio levando a sobrevivéncia inapropriada e retencdo de leucécitos no
tecido inflamado (BUCKLEY et al., 2001).

Ao microscopio de luz, os fibroblastos apresentam nulcleo volumoso e
eliptico, de cromatina frouxa e um ou mais nucléolos evidentes; prolongamentos
citoplasmaéticos irregulares, de dificil observacéo e que se insinuam entre as fibras
depositadas durante a atividade de sintese de matriz extracelular. A reducdo
gradativa da atividade de sintese faz os fibroblastos adquirirem progressivamente
perfis alongados ou fusiformes com menor numero de prolongamentos
citoplasmaticos, nucleos condensados e citoplasma acidofilo, tipicos das células
identificadas morfologicamente como fibrécitos.

Ultra-estruturalmente, os nucleos destas células apresentam cromatina
frouxa enquanto o citoplasma possui polissomos livres, embora sua maior por¢cao
seja ocupada pelo reticulo endoplasmético granular, seguido pelo complexo de

Golgi. Estas sao caracteristicas tipicas de células que sintetizam, exportam e nao
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acumulam proteinas. Em geral, os fibroblastos jovens possuem maior nimero de
mitocéndrias e ndo tém granulos de secrecao, pois seus produtos de sintese séo
liberados por meio de vesiculas e integram as macromoléculas da matriz
extracelular. As variacfes de atividade funcional dos fibroblastos fazem com que
eles apresentem maiores ou menores volumes nucleares e de compartimentos
citoplasméticos (MORAES e JOAZEIRO, 2005).

Contudo, os fibroblastos sdo muito versateis e ndo sdo homogéneos, sua
biologia € muito complexa e podem ser distinguidas diversas classes (ou subtipos
populacionais) deste tipo celular dependendo do papel que desempenham.

Durante a reparacédo tecidual, um fendtipo particular foi descrito que, além
daquelas caracteristicas comuns aos fibroblastos, expressa conjuntos de
microfilamentos com densidade similar aqueles encontrados em ceélulas da
musculatura lisa. Como tais caracteristicas sugerem que estas células participam
do fechamento (contracdo) da ferida, foram nomeadas miofibroblastos e sua
origem pode estar ligada aos proéprios fibroblastos, as células musculares lisas e
aos pericitos (DESMOULIERE e GABBIANI, 1996; BUCKLEY et al., 2001).

Entre os componentes da matriz extracelular produzidos pelos fibroblastos, o
coldgeno certamente € um dos mais importantes, e € responsavel pela integridade
tecidual e provisdo de uma area fisica para importantes processos celulares
(EYDEN e TZAPHILDOU, 2001). Além do colageno, outras moléculas como a
laminina e a fibronectina promovem a sobrevivéncia, crescimento e migracdo de
células endoteliais, bem como a formacao de tubo, possuindo assim propriedades
angiogénicas (SOTTILE, 2004).

Como os fibroblastos sdo células relativamente longevas, um rigido
mecanismo de controle precisa existir para evitar a superestimulacdo do sistema
imune, o que poderia conduzir a inflamacédo persistente. H4 evidéncias de que
fibroblastos vindos de tecidos doentes tém fendtipos diferentes daqueles vindos de
tecidos saudaveis. A proliferacao de fibroblastos pode ser promovida também por
ativacdo IgE dependente de mastocitos (BUCKLEY et al.,, 2001). No caso dos

miofibroblastos, € aceitavel que possam retornar ao fenoétipo inativo quando o
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processo de cura da ferida termina ou que desaparecam seletivamente por meio
da apoptose (DESMOULIERE e GABBIANI, 1996).

Considerando estas situacdes patoldgicas, evidéncias epidemioldgicas tém
mostrado que exercicios fisicos moderados, realizados regularmente, sé&o
benéficos na protecdo do organismo as doencas infecciosas (NIEMAN, 1994,
LOWDER et al.,, 2005), cancer (STERNFELD, 1992) e na aceleracdo dos
processos de reparo e controle da inflamagé&o (NIEMAN, 1998, ROBERTS et al.,
2006) e na manutencdo do sistema imune (WOODS et al., 2003). Estudos com
animais de laboratorio tém demonstrado a complexidade da interacdo exercicio-
sistema imune e confirmam que o exercicio moderado melhora algumas respostas
inflamatédrias, enquanto o exercicio exaustivo afeta negativamente a capacidade
imunolégica (WOODS et al., 1997; PEIJIE et al., 2003). Os possiveis mecanismos
de imuno-modulacdo induzidos pelos exercicios podem incluir mudancas
hormonais, metabdlicas e fisioldgicas (FIELD, 1991; SMITH, 1997). A atividade
fisica moderada, realizada regularmente, pode atenuar as respostas de estresse
do organismo reduzindo a producdo dos hormdnios imunossupressores e também
levando a liberacdo do horménio de crescimento (GH), do peptideo natriurético
atrial (ANP) (MAACK, 1992) e da glutamina sérica (KOYAMA et al., 1998; CURI et
al., 2005), acelerando a recuperagéao dos tecidos inflamados.

Nos ultimos anos, as investigacdes tém focado nas reacfes de fase tardia,
que possuem similaridade as manifestacdes de doencas crdnicas, porque se
percebe que estas reacOes inflamatérias ndo sé envolvem mediadores, mas
também mobilizam vérios tipos celulares e refletem as condi¢gBes clinicas mais
acuradamente que respostas agudas menos complexas (NAGAI et al., 2000).

Modelos de inflamacéo cronica induzida por meio de um corpo estranho
mimetizam situacdes clinicas importantes como, por exemplo, implantes de
marcapasso, ou de materiais para recuperacado de fraturas 6sseas e até mesmo
em implantes de silicone. A reacdo e reparacdo que sao processadas nestas
situacbes clinicas em muito se assemelham as que ocorrem apds implante
subcutaneo de esponjas de PVC (AMEMIYA e DAKE, 1994; RONDO et al. 1996;
YANAGIHARA et al., 2000; RAULIN, et al., 2000).
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Desta forma, devido a participacao e influéncia que os fibroblastos exercem
nas reacdes e nos processos de inflamacdo e reparacdo e a potencialidade
moduladora da atividade fisica moderada, € interessante e necessario realizar
experimentos que reunam estes elementos e estender a analise ao nivel ultra-
estrutural, dada a relacédo direta existente entre a morfologia e a atividade dos
componentes celulares, e realizar a quantificacdo das células, como mais uma
forma de agregar conhecimentos, dado que poucos pesquisas tém levado em
conta andlises quantitativas em implantes in vivo (THOMSEN e GRETZER, 2001).

2.3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é comparar, por meio de andlises ultra-estruturais
e quantitativas, fibroblastos de ratos Wistar que receberam implantes subcutaneos
de esponjas de PVC e foram submetidos a realizacdo de atividade fisica
moderada com os daqueles que também receberam tais implantes mas né&o

praticaram a referida atividade.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Animais e fleinamento

Foram utilizados 20 ratos machos adultos Wistar com aproximadamente 70
dias de idade no inicio do experimento, alimentados com racdo balanceada
padrdo Purina, agua ad libitum e mantidos em gaiolas coletivas a temperatura
ambiente de 25°C e fotoperiodo de 12C:12E.

Os ratos foram distribuidos randomicamente nos seguintes grupos:
sedentério (S), ratos que nao realizaram exercicios fisicos (n=10); treinado (T),
ratos que realizaram exercicios fisicos moderados (n=10). Aos 10 dias do inicio do
treinamento (periodo de adaptacdo progressiva), 0s ratos sedentarios e treinados

foram submetidos a cirurgia de implante de esponja de PVC (polivinicloro) e
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recolocados nas gaiolas. O grupo T retornou ao esquema de exercicio dois dias
apos o implante. Aos 5, 10, 15, 20 e 30 dias depois da realizacdo da cirurgia,
respectivamente, 2 ratos de cada grupo permaneceram em repouso por 24h e
foram mortos.

Para o implante da esponja de PVC, os ratos foram anestesiados por
inalagdo com éter etilico e tricotomizados na regido mediana dorsal, onde foi
realizada uma incisao cirargica perpendicular ao eixo da coluna vertebral. Apés a
divulsdo dos tecidos subcutaneos foram implantadas esponjas de PVC, com 7,0
mm? previamente autoclavadas, distando 4,0 mm da incisdo para evitar
interferéncia dos processos de cicatrizacdo. Em seguida foi feita a sutura da
incisdo. Todos os procedimentos foram realizados em condi¢des estéreis.

Os animais do grupo T realizaram natagcdo com carga equivalente a 3% do
peso corporal acoplada ao térax, por 60 minutos diarios, 5 dias por semana, por
30 dias. As sessdes de natacao foram iniciadas as 8:00h em recipiente de amianto
(100cm x 70cm x 60cm) com coluna d’agua de 40 cm, para evitar que 0s ratos
apoiassem a cauda no fundo do recipiente. A temperatura da agua foi mantida em
32 + 1°C. Apds o término das sessdes de natacdo, os ratos foram enxutos e
retornados as suas respectivas gaiolas em sala com temperatura de 25°C. Os
animais S foram colocados na &gua, nas mesmas condicbes anteriores,

aproximadamente 2 minutos por dia, para simular a manipulagdo dos animais T.

2.4.2 Analise Ultra-estrutural

Apés a morte, os implantes de PVC foram removidos e fixados em
glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,3 por 24h e pés-
fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1M, seguindo
desidratacdo em série graduada de acetona. O material foi incluido em resina
Epon-Araldite e cortado em ultramicrotomo Sorvall Porter Blum MT2. Foi entdo
contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo. O material foi analisado
sob microscopia eletrdnica de transmissdo com microscopio eletrénico Phillips CM
100.
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2.4.3 Analise Quantitativa

Os fibroblastos foram quantificados em cortes de 0.5 pm corados com Azul
de Toluidina. Foram analisados e quantificados 15 campos para cada subgrupo
(5S, 10S, 15S, 20S, 30S, 5T, 10T, 15T, 20T, 30T) através de um microscopio de
luz Zeiss. Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados pelo teste de
ANOVA Two Way (analise de variancia para dados amostrais independentes),
com os fatores grupo (treinado e sedentario) e tempo (5, 10, 15, 20 e 30 dias),

para p<0,01.

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Andlise Ultra-estrutural

Os fibroblastos observados ao longo do experimento apresentam
morfologias variadas, mas mantém a caracteristica tipica deste tipo celular, com
muitos prolongamentos citoplasmaticos e algumas organelas abundantemente
desenvolvidas como, por exemplo, reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de
Golgi e mitocondrias. O nucleo ocupa grande parte do volume celular, apresenta
muitos poros e os nucléolos sdo facilmente observados. Uma rapida leitura das
figuras 1 a 11 o ajudara a ter um painel ilustrativo do biotipo destas células, neste
estudo.

Desde nossas primeiras observactes, foram notados fibroblastos exibindo
caracteristicas de miofibroblastos - ainda com abundante reticulo endoplasmatico
rugoso, mas expressando conjuntos de microfilamentos com elétron-densidade
similar aquela daqueles encontrados em células musculares lisas e nucleo
apresentando identacfes - que sdo observados com maior frequiéncia até os 10
dias no grupo T e 15 dias no grupo S. Nas primeiras fases sdo também
observadas pequenas vesiculas de exocitose principalmente nas primeiras fases e
sobretudo nos grupos S, enquanto que o0 grupo T apresenta depressdes na

membrana plasmatica que lembram poros, que aparecem mais tardiamente no
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grupo S (Figuras 1 e 2). Contudo, vale destacar, que ambos 0S processos sao
observados nos dois grupos.

As células tendem a ser mais volumosas no inicio da reparacdo e mais
elipticas ao final do processo, contudo ha presenca de ambas as formas em todos
os grupos (Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8). Pode-se notar, no entanto, que as células do
grupo T parecem ligeiramente precoces em relacdo ao grupo S. As figuras 7 e 8
ilustram esta situacao.

Nas Ultimas fases estudadas, alguns fibroblastos foram observados
reunindo-se em grupos de algumas células, ou pelo menos tornando os contatos
entre si muito mais estreitos. Além disso, nestes mesmos periodos, fibroblastos
que se encontram inseridos em densos depdsitos de matriz extracelular
apresentam-se com fenotipo caracteristico de inatividade (Figuras 9, 10 e 11). Em
contrapartida, foram observados, entre os 10 e 15 dias, principalmente no grupo
treinado, alguns fibroblastos com caracteristicas morfolégicas de apoptose (figura
12).

Aparentemente, ndo ha diferenca identificavel em nivel ultra-estrutural no
arranjo molecular das fibras colagenas depositadas por tais células. A acuréacia da
ultra-analise nos permite identificar a abundéancia de colageno tipo I, seguido pelo
tipo Ill. Entretanto, o arranjo de tais fibras na matriz extracelular difere
grandemente entre o grupo T (organizado e orientado) e o grupo S (irregular),
principalmente nos estagios finais de observacdo. Em cortes transversais, €
possivel observar que as fibras de colageno tipo Ill dispbem-se paralelamente e
em meio as fibras do tipo | no grupo T. No grupo S ndo observamos este arranjo.
(Figuras 13, 14 e 15)

Apesar de ndo ter sido realizada uma mensuracéo especifica, a contagem
dos fibroblastos permitiu-nos observar que ha um ndmero maior de capilares no
grupo T. Resolveu-se registrar tal fendbmeno devido ao potencial efetivo na
inflamacdo e reparacdo tecidual agora reconhecido nos pericitos, células que
circundam estes vasos sanguineos, e devido ao potencial angiogénico dos

elementos da matriz extracelular (Veja as figuras 16, 17 e 18).
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2.5.2 Analise quantitativa

O maior numero de fibroblastos no grupo T foi observado aos 15 dias e no
grupo S aos 20 dias (figura 19).

A andlise de variancia ANOVA two-way, cujas fontes de variabilidade na
variavel dependente (nimero de fibroblastos) sdo tempo (com 5 niveis: 5, 10, 15,
20, 30 dias) e o grupo (sedentario e treinado), detectou que ndo ha interagéo
significativa entre os fatores (T e G) e seus efeitos isolados sdo altamente
significativos (tabela 1).

Dentro de cada intervalo as médias do grupo S foram consistentemente

menores que as do grupo T (figura 20).

2.6 DISCUSSAO

Nossas analises dos fibroblastos produziram um perfil destas células que
esta de acordo com aquele descrito por Moraes e Joazeiro (2005). A
heterogeneidade morfolégica relatada por Bucley et al., (2001) também foi
verificada. Este autor relaciona ainda as diferencas morfologicas ao fato das
células terem sido obtidas a partir de tecidos saudaveis e nao saudaveis. No
nosso caso, a atividade fisica ndo parece influenciar tais populacbes de
fibroblastos e tanto o grupo T quanto o S possuem a mesma heterogeneidade
populacional. Maiores diferencas sdo muitas vezes atribuiveis a diferentes alturas
de corte.

Gui-ping et al. (2005) sugerem que os poros na superficie celular estejam
relacionados a formacgédo de pseuddpodos. Por meio da analise de nossas
imagens, consideramos esta inferéncia plausivel. Porém, nos parece também
bastante razoavel que tais estruturas podem estar ligadas a secrecédo celular como
o préprio autor comenta em seu trabalho.

A organizacdo das células ao redor da esponja de PVC assemelha-se muito
aquela descrita por Dolores et al. (2004) em implantes de proteses de silicone,

com os fibroblastos constituindo o tipo celular mais abundante, seguido pelos
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macréfagos, e confirmando que os processos celulares e até mesmo fisioldgicos
gue sao postos em andamento sdo realmente similares e permitem entdo fazer
inferéncias Uteis no entendimento destes tipos de reacoes.

A evidente diferenca entre a deposicdo das fibras colagenas entre o grupo
T e o grupo S pode ser uma importante evidéncia dos efeitos benéficos da
atividade fisica moderada, uma vez que numerosos estudos tém mostrado que
células podem perceber a organizacdo tridimensional das proteinas fibrilares da
matriz extracelular e que o fendtipo celular pode ser alterado por mudancas na
composicado e/ou organizacao das fibras da matriz (SOTTILE, 2004). Além disso,
quando rodeados por uma rede de colageno, os fibroblastos silenciam
dramaticamente suas funcdes metabdlicas, como diviséo celular e sintese protéica
(LEFEVRE, et al.,1998; LEFEVRE, et al., 2001). Desta forma, a deposi¢do mais
orientada e organizada exibida pelo grupo T, constitui um sinal potencial para que
a atividade fibrética dos fibroblastos cesse, possibilitando que a reparacéo tecidual
se dé com maior qualidade. Lefévre et al. (1998) ainda apontam reducao de 45%
de regifes organizadoras de nucléolo de fibroblastos cultivados em matrizes
tridimensionais de colageno. Tais observacdes estdo de acordo com aquilo que
encontramos, por exemplo, para os fibroblastos do grupo 30T, que estdo
mergulhados em uma densa matriz extracelular. Contudo, a andlise ultra-estrututal
nao evidéncia nenhuma diferenca no arranjo molecular das fibras colagenas,
como mostram Eyden e Tzaphlidou (2001) ao comparar tecidos sadios e
patoldgicos.

Vérios estudos indicam também que os fibroblastos e as moléculas da
matriz extracelular por eles produzidas tém capacidade para atuar pro-
angiogenicamente (SOTTILE, 2004). Steiner et al. (2005) afirmam que a pratica
regular de exercicios fisicos aumenta o nimero de células progenitoras endoteliais
circulantes. Apesar de ndo ser um objetivo inicial de analise, foi importante
destacar em nossos resultados um maior nimero de vasos no grupo T, uma vez
que com uma rede de capilares mais desenvolvida a oxigenacéo do tecido pode
ser melhorada, e segundo Desmouliere e Gabbiani (1996) a hipoxia estimula a

proliferacdo dos fibroblastos, o que pode levar a danos teciduais caso a atividade
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fibrogénica seja continuamente estimulada. Desta forma, a pratica da atividade
fisica moderada, contribuindo por meio das vias descritas, para a melhor
oxigenacado do tecido, pode contribuir também para a regulacdo da populacédo de
fibroblastos e melhorar o processo da reparacao tecidual.

Além do mais, com maior numero de capilares no grupo T, tem-se um
maior numero de pericitos que podem participar ativamente do processo de
reparacdo tecidual sintetizando também componentes da matriz extracelular ou
diferenciando-se em outros tipos celulares sob a acdo de fatores de crescimento.
Atualmente, os pericitos vém sendo considerados células oligopotentes com
capacidade de se diferenciar em adipocitos, células fagociticas e participam
também da angiogénese e apresentacdo de antigenos, além de atuar no controle
do movimento de fluidos, solutos, horménios e outras moléculas através do
endotélio microvascular e demonstrarem sintetizar proteinas da matriz
extracelular, como fibronectina, laminina, coldgeno e glicosaminoglicanos
(HIRSCHI e D'AMORES, 1996; CHAKRAVARTHY e GARDINER, 1998;
CHANTRAIN et al., 2006). Toda essa potencialidade pode, certamente, contribuir
para a resolucdo da condig&o inflamatoria.

Além da contribuicdo dos pericitos, € bastante importante a interacdo
existente entre fibroblastos e mastécitos tanto no inicio do processo quanto ao
final dele, auxiliando a conducao do processo de inflamacéo e reparacao tecidual
desde a interacdo e recrutamento das células até a remodelacdo das fibras
coldgenas (BERTON et al., 2000; IBA et al., 2004).

N&o ha muitas fontes que mencionam o nimero de fibroblastos nas reacoes
inflamatdrias. Chang et al (2000) descreve o perfil classico da cura de feridas, em
um modelo de cicatrizagdo ocular, e aponta 0 maior numero de fibroblastos ao
terceiro dia; Bleiberg (1985) de 10 a 14 dias, em um modelo de implante de matriz
O0ssea desmineralizada e Tsirogianni et al (2006) de 7 a 14 dias, ao analisar
aspectos gerais da participacdo do sistema imune durante as fases inicial e
adaptativa, de regeneracdo e de reparacdo na cura de feridas. Em todos os
modelos, a populacédo de fibroblastos cresce continuamente até atingir o nimero

maximo de células e decresce continuamente dai em diante.
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Em nosso trabalho, o perfil populacional das células é bastante parecido.
Mas nosso modelo reproduz uma situacdo de inflamacéo crénica, onde o agente
inflamatério, a esponja de PVC, persiste. Tal situacao possivelmente contribui para
que o numero de fibroblastos seja crescente por mais tempo. O pico dos
fibroblastos ocorre aos 15 dias no grupo T e depois regride progressivamente. 1Sso
deve refletir o auge da participacdo deste tipo celular na resposta inflamatoria até
a contracdo da lesdo, com fenoétipo miofibroblastico, e dai em diante o declinio
celular, possivelmente com contribuicAo da apoptose, para uma populacéo
fibroblastica comprometida com a formacédo e remodelacdo da matriz e seria um
indicio da atividade benéfica da atividade fisica moderada, tornando o processo de
recuperacdo mais agil, uma vez que o maior acumulo populacional no grupo S
ocorre aos 20 dias, observado o espectro do nosso delineamento experimental.

Diante disso, o pico numérico dos fibroblastos do grupo T precedente em
relacdo ao do grupo S e a populacdo mais abundante destas células no grupo T,
em relacdo ao grupo S, para todos os niveis de andlise contidos em cada grupo
sdo bons indicios de que a atividade fisica moderada contribui significativamente
para o desenvolvimento do processo inflamatorio e da reparacéo tecidual.

O numero maior de fibroblastos encontrados no grupo T deve ser
decorrente dos efeitos dos produtos metabdlicos gerados pela atividade fisica
moderada e pela interacdo direta com as demais células que tomam parte nesse
processo e seus produtos, uma vez que elas também estdo em maior nUmero no
grupo T. Apesar das analises estatisticas detectarem que os efeitos isolados dos
fatores T e G sédo significativos, o tempo é igual para ambos 0s grupos e eles
diferem quanto a pratica ou ndo de exercicios, ou seja, a diferengca numeérica
existente pode ser atribuida aos efeitos da pratica da atividade fisica moderada.

Muitas s&o as especulagcbes na literatura sobre que fatores levariam os
fibroblastos (miofibroblastos) a apoptose. Desmouliére e Gabbiani (1996) apontam
para: (1) as citocinas que estao presentes durante o processo de cura da ferida e
que tém seus niveis diminuidos quando a situacao se resolve, justificando entédo a
morte celular supondo que ao menos uma parcela dos miofibroblastos seja

citocina-dependente; (2) fatores que sé&o liberados apos a epitelizacdo ser
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completada e causariam a morte de fibroblastos seletivamente; (3) subpopulactes
de fibroblastos ndo comprometidas com a diferenciacdo em miofibroblastos, mas
sim com o controle celular, induziriam propiciamente a morte dos miofibroblastos.
Vigo et al (2006) reforcam o papel importante que a remodelacdo da matriz
extracelular teria na apoptose. Uma vez que a ferida tenha sido fechada, segue-se
a remodelacdo da matriz extracelular, que envolve a secrecdo de proteases por
outra subpopulacéo de fibroblastos. Os fragmentos peptidicos produzidos podem
entdo induzir os miofibroblastos a apoptose ligando-se e ativando a caspase-3 no
interior da célula. Pela situacdo apresentada em nossas analises, nos parece
possivel que haja interacdo entre essas propostas (a auséncia de sinalizadores
para sobrevivéncia aliada a presenca de fatores que induzem a morte) levando ao
desencadeamento da apoptose.

Na literatura consultada sédo poucas as referéncias a fusédo de fibroblastos.
Driesen et al. (2005) relatam a fuséo parcial de fibroblastos a cardiomidcitos, in
vitro, e atribuem a este fenémeno a funcéo de comunicacédo celular. Chanson et al.
(2005) ressaltam a importancia da comunicacdo celular em quadros de
inflamacédo, onde as juncgdes tipo gap desempenham um papel muito importante
na transmissao da informacéo sobre o estado funcional da célula a suas vizinhas,
inclusive respondendo adequadamente ao estimulo apoptético, protegendo-as
contra os estimulos inflamatérios. Clark (1996) associa a unido dos fibroblastos
(miofibroblastos) uns aos outros a um sistema propagador de forcas, tornando,
assim, a contracao e a remodelacdo da matriz extracelular da lesdo mais eficiente
e homogénea. No caso em que as células apresentam-se sob uma Unica massa
citoplasmética, como no caso dos fibroblastos do grupo 30T, mais do que
comunicacgao celular e propagacéo de forcas, poderia-se propor que esta € uma
via da resolucéo do processo de inflamacdo e reparacdo tecidual, contribuindo
para o decréscimo da celularidade no local da injaria e restabelecendo a

homeostase tecidual.
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2.7 CONCLUSAO

A partir de nossas analises podemos concluir que o numero de fibroblastos
€ maior no grupo treinado do que no sedentario; a deposicdo de matriz
extracelular € mais organizada no grupo T, no sentido que as fibras colagenas | e
[ll dispdem-se em arranjos e seguem paralelamente; o numero de capilares &
maior no grupo T e, por consequéncia, hA um nimero maior de pericitos que
podem colaborar efetivamente para a resolucéo deste processo; e finalmente que
a atividade fisica moderada influencia significativamente o potencial de acdo dos

fibroblastos nas inflamacdes cronicas.
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MACROFAGOS E ATIVIDADE FiSICA MODERADA
NA REPARACAO TECIDUAL

CAPITULO 3
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3.1 RESUMO

Os macroéfagos séo células relativamente grandes e moveis envolvidas em
inUmeros processos imunes: fagocitose, pinocitose, apresentacdo de antigenos,
secrecdo de fatores de crescimento, lise tumoral, rejeicdo de transplantes,
remocado de particulas orgéanicas e formagédo de granuloma para isolar particulas
nao passiveis de digestao intracelular. Ha evidéncias de que os produtos
derivados da pratica de atividade fisica moderada melhoram as defesas do
organismo, incluindo o desempenho dos macréfagos no combate a inflamacdes.
Este trabalho compara ultra-estrutural e numericamente macrofagos com e sem
influéncia de atividade fisica moderada. Ratos Wistar machos foram randomizados
em dois grupos, 10 sedentarios (S) e 10 treinados (T), 0s quais receberam
implantes de esponja de PVC na regido dorsal. Os animais T foram submetidos a
atividade fisica moderada com natacdo diaria. Apés 5, 10, 15, 20 e 30 dias os
animais foram mortos, os implantes removidos e submetidos a preparacfes para
microscopia eletrdnica de transmisséo. Apesar de ndo haver significante diferenca
morfologica entre os macréfagos dos grupos S e T, a diferenca do numero de

células é bastante expressiva.
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3.2 INTRODUCAO

A inflamacao é fundamentalmente uma resposta protetora cujo objetivo final
é livrar o organismo da causa inicial da lesdo (p.ex., micrébios, toxinas) e das
conseqliéncias desta lesao (p.ex., células e tecidos necroticos). Sem inflamacéo,
as infeccbes prosseguiriam desimpedidas, as feridas jamais cicatrizariam e 0sS
orgdos danificados poderiam tornar-se chagas permanentes. A resposta
inflamatdria esta estreitamente interligada ao processo de reparo tecidual, e, deste
modo, serve para destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo e pde em movimento
uma série de eventos que, tanto quanto possivel, cicatrizam e reconstituem o
tecido danificado. Entretanto esta resposta protetora, sendo potencialmente lesiva,
tem um custo para o0 organismo, pois a reparacao por fibrose produz faixas
fiborosas que podem interferir com a atividade organica normal, limitando a
mobilidade das articulagdes e obstruindo 6rgdos como o intestino, por exemplo.
Assim, as drogas inflamatérias encontradas no mercado visam aumentar 0s
efeitos saudaveis da inflamacdo e controlar os efeitos nocivos (RICHES, 1996;
CABRERO et al., 2002; BAUGH e DONNELLY, 2003; GRIP et al., 2003).

A inflamacé&o pode ser dividida em padrdes agudos e cronicos. Enquanto a
fase aguda caracteriza-se por respostas exsudativas e formacdo de edemas, a
inflamacdo cronica caracteriza-se por respostas mais proliferativas que
exsudativas, freqientemente geradas pela permanéncia do agente infeccioso. Um
modelo de inflamac&o crbénica € a induzida por meio do implante de um corpo
estranho. Nestas reacdes granulomatosas a populagcdo de leucécitos é
predominantemente mononuclear com a mistura de macrofagos, proliferacdo de
fibroblastos e neovascularizagdo (PEACOCK e VANWINKLE,1985; RICHES,
1996; NORBORG et al., 2000; AKGUL e EDWARDS 2003; WALKER et al;
2003).

As células pluripotentes da medula 6ssea dao origem aos mondcitos que,

quando deixam a circulacdo sanguinea e entram nos tecidos, amadurecem e
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passam a se chamar macréfagos. Podem também ser formados da divisdo de
macrofagos in situ, mas a maioria provém dos mondcitos (ORDOVAS e
SCROFERNEKER, 1998).

Tanto os macréfagos dos tecidos quanto os mondcitos sdo ceélulas
relativamente grandes, méveis e com tendéncia a aderir em superficies de plastico
ou de vidro, quando cultivados em laboratério.

O mondcito € a maior de todas as células brancas encontradas no sangue,
e seu didmetro varia de 12 a 15 um. O nucleo é grande e localizado centralmente,
apresentando-se sob a forma de rim ou bilobado. O citoplasma é abundante e ha
um numero variavel de vesiculas delimitadas por membranas. Os macrofagos dos
tecidos séo relativamente semelhantes em aparéncia, porém maiores, com 25 a
50 um de didmetro e podem conter mais vacuolos citoplasmaticos do que o0s
mondcitos (GIORGIO, 2005). Nair et al. (2003) chamam atencdo para a
plasticidade e grande variedade de fendtipos que os macrofagos podem
expressar, dependendo das citocinas presentes, da localizagdo tecidual e da
etapa do processo de inflamacdo, o que torna complexo definir as funcdes dos
macrofagos in vivo. Segundo Sporn e Roberts (1986) podem ser identificados por
sua morfologia, pela expressao de certos antigenos e receptores de superficie e
pela presenca de enzimas caracteristicas no citoplasma.

Estudos ultra-estruturais demonstraram que o nucleo dos macréfagos
possui cromatina frouxa com pequenos grumos dispersos pelo nucleo. O
citoplasma contém complexo de Golgi desenvolvido e inumeras vesiculas
pinociticas, lisossomos e vacuolos. Podem ser vistas também vesiculas em
processo de fusdo com fagossomos, formando fagolisossomos. A superficie da
célula é ondulada e os microtibulos e microfilamentos formam um citoesqueleto
tridimensional bem organizado. Os filamentos de actina localizados abaixo da
membrana celular sdo responsaveis pela locomocéo, forma¢ado de pseuddpodes e
influenciam os eventos fagociticos da célula (GIORGIO, 2005).

Essas células podem participar da imunidade inata como a primeira linha de
defesa do organismo, realizar fagocitose, pinocitose, servir como célula

apresentadora de antigeno e secretar citocinas - produtos polipeptidicos que com
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sua atividade quimiotatica, mitogénica e modulatéria influenciam o comportamento
de muitas células, incluindo os fibroblastos para a formacdo da fibroplasia. A
fibroplasia € uma das etapas da formacao do tecido de granulacdo que consiste
em dindmica reciprocidade dos fibroblastos, citocinas e matriz extracelular (MEC).
Fatores de crescimento também estimulam a fibroplasia (SPORN e ROBERTS,
1986). Outras atividades importantes dessa linhagem celular s&o ingerir e matar
parasitas intracelulares, suprimir infec¢des virais, participar do processo de lise
tumoral e rejeicéo de transplantes e remover particulas inorganicas (ORDOVAS e
SCROFERNEKER, 1998).

De fato, adeséo e distribuicdo celular na MEC s&o condi¢cdes necessarias
para diferenciagcdo dos macréfagos. Além de induzir a diferenciacdo, a MEC tem
profundos efeitos em outros aspectos da biologia dos mondcitos/macrofagos. A
aderéncia a proteinas da MEC, como fibronectina, também promove migracao
celular e fagocitose, e induz rapida expressdo de ARNm de genes importantes no
recrutamento, ativacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de mondcitos e também
esta intimamente implicada na patogenia de doencas inflamatéria que envolvem
monacitos ( FOUGEROLLES e KOTELIANSKY, 2002).

Um dos principais eventos da fase inicial da resposta imune é a ativagéo dos
macréfagos. O macrofago ativado adquire uma série de propriedades: aumenta de
tamanho, desenvolve suas organelas, aumenta sua capacidade de aderéncia,
aumenta a formacdo de pseuddpodos e a resposta a fatores quimiotaticos,
melhora a capacidade de fagocitose e digestéo intracelular, aprimora a funcao de
célula apresentadora de antigeno e a capacidade de produzir citocinas, além de
produzir ao menos seis fatores de crescimento que a ele conferem participagéo
essencial na eliminacdo de antigenos, modulacéo da proliferacdo de fibroblastos e
producido de MEC (ORDOVAS e SCROFERNEKER, 1998; THOMSEN e
GRETZER, 2001). Além das relacdes estabelecidas com as células
tradicionalmente elencadas no processo de inflamacao e reparo tecidual, alguns
autores tém recentemente chamado a atencao para a importancia das interacfes
entre macréfagos e adipocitos (NAWROCKI e SCHERER, 2005; FANTUZZI,
2005).
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Contudo, algumas vezes o agente infeccioso pode ser pobremente digerido
ou relativamente inerte e persiste. Nestas condi¢cdes, os macrofagos ativados nao
sdo capazes de digeri-los e podem sofrer modificacdes e fundir-se em células
gigantes, formando os granulomas que visam impedir a progressdo do processo
infeccioso. Essas células gigantes podem chegar a 40-50mm e possuem uma
grande massa de citoplasma contendo muitos nucleos pequenos, arranjados tanto
perifericamente ou desordenadamente (BUSNELLO et al., 1998). H4 muitas idéias
para a funcao das células gigantes nos granulomas, incluindo modular a acdo dos
macréfagos e funcbes especificas na fagocitose de patdégenos envolvidos na
formacao de granuloma (OKAMOTO et al., 2003).

Além de ser uma das primeiras células a participar deste processo, a
apoptose de macrofagos em granulomas tem sido reconhecida como um
significante mecanismo responsavel para a resolucao da inflamacgéo. Estudos de
microscopia eletrénica mostram padrdes de apoptose como cromatina perinuclear
condensada e fragmentacdo nuclear. Além disso, células apoptoticas sdo mais
freqientes em granulomas do que em outros tipos de inflamacdo e séo
responsaveis pela renovagdo celular em granulomas promovendo sua inducéo,
manutencao e resolucdo (MATSUNAGA e ITO, 2000).

Considerando estas situacfes patoldgicas, evidéncias epidemiolégicas tém
mostrado que exercicios fisicos moderados, realizados regularmente, s&o
benéficos na protecdo do organismo as doencas infecciosas (NIEMAN, 1994,
LOWDER et al., 2005), cancer (STERNFELD, 1992), na aceleracdo dos processos
de reparo e controle da inflamacédo (NIEMAN, 1998, ROBERTS et al., 2006) e na
manutencdo do sistema imune (WOODS et al.,, 2003). Estudos com animais de
laboratério tém demonstrado a complexidade da interacdo exercicio-sistema
imune e confrmam que o exercicio moderado melhora algumas respostas
inflamatérias, enquanto o exercicio exaustivo afeta negativamente a capacidade
imunolégica (WOODS et al., 1997; PEIJIE et al., 2003). Os possiveis mecanismos
de imuno-modulacdo induzidos pelos exercicios podem incluir mudancas
hormonais, metabdlicas e fisiologicas (FIELD, 1991; SMITH, 1997). A atividade

fisica moderada, realizada regularmente, pode atenuar as respostas de estresse
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do organismo reduzindo a producdo dos hormdnios imunossupressores e também
levando a liberacdo do horménio de crescimento (GH), do peptideo natriurético
atrial (ANP) (MAACK, 1992) e da glutamina sérica (KOYAMA et al., 1998; CURI et
al., 2005), acelerando a recuperacao dos tecidos inflamados. A importancia da
manutencdo da saude fisica tem sido reinterada por estudos recentes que
colocam os adipdcitos em um patamar de células que ndo somente tém funcdes
no metabolismo energético, mas que também influenciam por meio de citocinas
(adipocinas) condicbes patolégicas, como inflamacdes crbnicas, interagindo com
outros tipos celulares, como os macrofagos.

Nos ultimos anos, as investigacfes tém focado nas reacfes de fase tardia,
que sao similares as manifestacfes de doencas crbnicas, porque se percebe que
estas reacoes inflamatérias ndo s6 envolvem mediadores, mas também mobilizam
varios tipos celulares e refletem as condicdes clinicas mais acuradamente que
respostas agudas menos complexas (NAGAI et al., 2000).

Modelos de inflamacéo cronica induzida por meio de um corpo estranho
mimetizam situa¢Bes clinicas importantes como, por exemplo, implantes de
marcapasso e implantes de silicone. A reacdo e reparacdo que sdo processadas
nestas situacgdes clinicas em muito se assemelham as que ocorrem apoés implante
subcutaneo de esponjas de PVC (AMEMIYA e DAKE, 1994; RONDO et al., 1996;
YANAGIHARA et al., 2000; RAULIN, et al., 2000).

Desta forma, devido a participacédo e influéncia que os macréfagos exercem
nas reacdes e nos processos de inflamacdo e reparacdo e a potencialidade
moduladora da atividade fisica moderada, é interessante e necessario realizar
experimentos que reunam estes elementos e estender a analise ao nivel ultra-
estrutural, dada a relacédo direta existente entre a morfologia e a atividade dos
componentes celulares, e realizar a quantificagdo das células, como mais uma
forma de agregar conhecimentos, dado que poucas pesquisas tém levado em
conta analises quantitativas em implantes in vivo (THOMSEN e GRETZER, 2001).
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3.3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é comparar, por meio de andlises ultra-estruturais
e quantitativas, macrofagos de ratos Wistar que receberam implantes subcutaneos
de esponjas de PVC e foram submetidos a realizacdo de atividade fisica
moderada com os daqueles que também receberam tais implantes mas néao

praticaram a referida atividade.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Animais e treinamento

Foram utilizados 20 ratos machos adultos Wistar com aproximadamente 70
dias de idade no inicio do experimento, alimentados com racdo balanceada
padrdo Purina, agua ad libitum e mantidos em gaiolas coletivas a temperatura
ambiente de 25°C e fotoperiodo de 12C:12E.

Os ratos foram distribuidos randomicamente nos seguintes grupos:
sedentério (S), ratos que nao realizaram exercicios fisicos (n=10); treinado (T),
ratos que realizaram exercicios fisicos moderados (n=10). Aos 10 dias do inicio do
treinamento (periodo de adaptacdo progressiva), 0s ratos sedentarios e treinados
foram submetidos a cirurgia de implante de esponja de PVC (polivinicloro) e
recolocados nas gaiolas. O grupo T retornou ao esquema de exercicio dois dias
apos o implante. Aos 5, 10, 15, 20 e 30 dias depois da realizacdo da cirurgia,
respectivamente, 2 ratos de cada grupo permaneceram em repouso por 24h e
foram mortos.

Para o implante da esponja de PVC, os ratos foram anestesiados por
inalacdo com éter etilico e tricotomizados na regido mediana dorsal, onde foi
realizada uma inciséo cirargica perpendicular ao eixo da coluna vertebral. Apés a
divulsdo dos tecidos subcutaneos foram implantadas esponjas de PVC, com 7,0

mm? previamente autoclavadas, distando 4,0 mm da incisdo para evitar
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interferéncia dos processos de cicatrizacdo. Em seguida foi feita a sutura da
incisdo. Todos os procedimentos foram realizados em condi¢des estéreis.

Os animais do grupo T realizaram natagcdo com carga equivalente a 3% do
peso corporal acoplada ao térax, por 60 minutos diarios, 5 dias por semana, por
30 dias. As sessdes de natacdo foram iniciadas as 8:00h em recipiente de amianto
(100cmx70cmx60cm) com coluna d’dgua de 40 cm, para evitar que oS ratos
apoiassem a cauda no fundo do recipiente. A temperatura da agua foi mantida em
32 + 1°C. Apds o término das sessdes de natacdo, os ratos foram enxutos e
retornados as suas respectivas gaiolas em sala com temperatura de 25°C. Os
animais S foram colocados na agua, nas mesmas condicbes anteriores,

aproximadamente 2 minutos por dia, para simular a manipulacdo dos animais T.

3.4.2 Andlise Ultra-estrutural

Apdés a morte, os implantes de PVC foram removidos e fixados em
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,3 por 24h e pés-
fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato de sodio 0,1M, seguindo
desidratacdo em série graduada de acetona. O material foi incluido em resina
Epon-Araldite e cortado em ultramicrotomo Sorvall Porter Blum MT2. Foi entédo
contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo. O material foi analisado
sob microscopia eletrdonica de transmissao com microscopio eletrénico Phillips CM
100.

3.4.3 Analise Quantitativa

Os macrofagos foram quantificados em cortes de 0.5 um corados com Azul
de Toluidina. Foram analisados e quantificados 15 campos para cada subgrupo
(5S, 10S, 15S, 20S, 30S, 5T, 10T, 15T, 20T, 30T) através de um microscopio de
luz Zeiss. Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados pelo teste de
ANOVA Two Way (andlise de variancia para dados amostrais independentes) com
os fatores grupo (treinado e sedentario) e tempo (5, 10, 15, 20 e 30 dias), para
p<0,01.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Analise Ultra-estrutural

Ultra-estruturalmente, a morfologia dos macréfagos neste trabalho esta de
acordo com aquela descrita na literatura. O nucleo toma grande parte da célula, é
preenchido, sobretudo, por eucromatina. A heterocromatina fica restrita a periferia
e ha alguns grumos dispersos na matriz nuclear. Em algumas células é possivel
distinguir um nucléolo. O citoplasma é muito rico em vesiculas e organelas como
complexo de Golgi e mitocondrias.

Principalmente nos grupos de 5 dias, observam-se células com
caracteristicas que ainda lembram mondécitos, redondas e com poucos
prolongamentos citoplasmaticos. Porém ja apresentam muitas vesiculas e
organelas desenvolvidas (figuras 1 e 2 ), mais abundantes em T do que em S.
Observam-se, ainda no grupo 5T, células que j& apresentam muitos
prolongamentos citoplasmaticos e com o citoplasma repleto de vesiculas e
organelas, indicando alta atividade celular ( figuras 3 e 4). No mesmo grupo, nota-
se 0 aspecto tipico de macréfagos em processo de fagocitose (figuras 5 e 6). Os
mesmos fendmenos ndo foram vistos em 5S.

No grupo 10 S, as células apresentam maior nimero de prolongamentos
citoplasmaticos, vesiculas, e organelas desenvolvidas em relacdo a 5S e se
equiparam ao grupo 5T (fig. 7 e 8). No grupo 10T o contetdo citoplasmatico,
organelas e vesiculas, parece ainda mais abundante que em 10S (figura 9).
Quando encontram superficies do implante de PVC os macrofagos aderem-se a
ela. E interessante comparar a diferenca morfoldgica entre macréfagos que
aderiram a superficie do PVC e outros que nao o fizeram (figura 10).

No grupo 15S, os macrofagos sdo maiores em relacdo aqueles do grupo
10S, com abundéncia de organelas e muitos prolongamentos citoplasmaticos,
mantendo estreito contato com outras células (figuras 11 e 12). O perfil das células

do grupo 15T € semelhante ao do grupo 15S (figuras 13 e 14).
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O grupo 20S mantém aquelas caracteristicas apresentadas no grupo 15S
(figuras 15 e 16). O mesmo se da em relacdo ao grupo 20T, que se assemelha
muito ao 15T (figura 17). Contudo, no grupo 20T € notavel o numero de
macrofagos que encontram-se fundidos ou em processo de fuséo (figura 18).

No grupo 30S sao observados muitos macrofagos fundindo-se, tal qual foi
observado no grupo 20T (figural9), além de podermos encontrar também aquela
morfologia que vem sendo observada desde o grupo 15S (figura 20). No grupo
30T os macrofagos continuam tendendo a aglomerarem-se (figura 21). Esta
tendéncia estende-se até mesmo as células que ainda possuem consideravel
namero de organelas e prolongamentos citoplasmaticos, sendo rodeadas por
outros tipos celulares (figura 22).

Héa grande ocorréncia de granulomas com a formacéo de células gigantes
em torno das capsulas de PVC, principalmente nos ultimos grupos. A partir dos
grupos de 20 dias é possivel nota-las em maior quantidade e bem estabelecidas,
com uma grande quantidade de nucleos presentes (figuras 23, 24, 25 e 26). E
perceptivel a ocorréncia de um estdgio de transicdo dos grupos de 20 para 30
dias, onde os nucleos destas células, até entdo alongados e regulares, com
predominio de eucromatina e pequena quantidade de heterocromatina perinuclear,
passam a exibir aspectos diferentes, que culminardo no grupo 30T (figuras 27, 28,
29A e 29B). Neste grupo, os nucleos tornam-se bastante irregulares, com grande
guantidade de cromatina condensada, e fragmentam-se em segmentos menores.
Quando ¢é possivel observar nucléolos, verifica-se que estes se tornam
perinucleares e possuem em sua constituicdo segmentos de diferente elétron-
densidades (figuras 29C, 29D, 30A, 30B, 30C e 30D).

Durante nossas analises, foi possivel notar que o grupo S possui adipécitos
maiores e em maior nimero em relacdo ao grupo T e optou-se por registrar este
fendbmeno, dada ao papel importante que vem sendo atribuido a estas células em
diversas patologias (figuras 31A, 31B, 32A e 32B).
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3.5.2 Andlise numérica

A populacdo de macrofagos cresce continuamente até os 10 dias no grupo
T e decresce continuamente a partir dai. O mesmo se da em relacédo ao grupo S,
porém o maior numero de células é registrado aos 15 dias (figura 33).

A anadlise de variancia ANOVA two-way, cujas fontes de variabilidade na
variavel dependente (nimero de macréfagos) sdo tempo (com 5 niveis: 5, 10, 15,
20, 30 dias) e o grupo (sedentario e treinado), detectou que ha interacao
significativa entre os fatores T e G (tabela 1).

Dentro de cada intervalo (subgrupos) as médias do grupo S foram

consistentemente menores que as do grupo T (figura 34).

3.6 DISCUSSAO

A descricdo morfolégica dos macrofagos do nosso trabalho é muito
semelhante a descricdo feita por Giorgio (2005), incluindo a tendéncia destas
células a aderir a superficies plasticas, uma vez que entram em contato direto com
o PVC. Contudo esta autora ndo faz referéncia a nucléolos, os quais podemos
identificar em nossas analises. O citoplasma esta repleto de vacuolos e vesiculas
relacionadas ao processo de digestao intracelular.

A diferenca existente entre alguns macrofagos dos grupos de 5 dias e os
demais deve ser decorrente do processo de ativacdo e nos da a impresséo de que
os macrofagos do grupo T, pelo menos até os 15 dias, desenvolvem-se mais
precocemente que os do grupo S. Busnello et al. (1998) descrevem aumento no
tamanho da célula, de suas organelas, de vesiculas e das atividades funcionais da
célula apos a ativacdo. E exatamente este aspecto que observamos em nossas
analises. Kurkinen et al. (1980) e Welch (1990) afirmam que a adesdo dos
monadcitos na matriz extracelular e certas citocinas, por exemplo a IL-1, cuja
producdo pode ser estimulada por toxinas, complexos imunes e agressao fisica,

ativam o mondcito para que se torne um macréfago fibrogénico, o qual passa a
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produzir fatores tais como PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) e TGF
(Transforming Growth Factor), que estimulam tanto a proliferacéo de fibroblastos,
COmMo a sua migragao e a sua participacao na producao da matriz extracelular . De
fato, quando associados a elementos da matriz extracelular, ou aos préprios
fibroblastos, os macrofagos exibem aspectos de células em plena atividade. Além
disso, muitas vezes sdo observados eosindfilos, principalmente préoximo aos
granulomas, que possivelmente contribuem para a ativacdo dos macrofagos.

Para os propdsitos deste trabalho € interessante acrescentar que Noél et al.
(2004) e Song et al. (2000) relatam as diferencas existentes entre dois subtipos de
macrofagos chamados de ‘classicamente ativados’ e ‘alternativamente ativados'.
Resumidamente, pode-se dizer que os macrofagos ativados classicamente inibem
a fibrogénese pela reducdo da sintese e aumento da degradacdo da matriz
extracelular e sdo mais populosos nas primeiras fases das reacdes inflamatorias e
na renovacao dos granulomas, enquanto os alternativamente ativados promovem
a atividade fibrogénica dos fibroblastos pela producdo de uma série de fatores de
crescimento fibrogénicos e sdo mais populosos na cura de feridas e inflamacgéo
cronica. Contudo, ndo sao citadas diferencas morfologicas entre os subgrupos, o
que nos impede de afirmar se algum deles predomina em relacdo aos grupos em
estudo, apesar de podermos inferir que ambos tém sua participacdo no processo
inflamatério em estudo, observada a descricdo de suas atividades feita acima.
Ainda assim, seriam, interessantes estudos mais aprofundados que unam
aspectos moleculares e morfoldgicos para detectar se existem evidéncias visuais
capazes de identificar tais populacdes celulares.

Por outro lado, Riches (1996) distingue 3 fendtipos de macréfagos:
citotoxico, inflamatério e de reparacdo. Tais fendtipos, segundo o autor, néo
provém de subpopulagbes distintas e previamente comprometidas, mas
diferenciam-se conforme as caracteristicas do ambiente onde se encontram, que
os levam a expressar diferentes e restritos padrdes de expressao génica.

Em nosso trabalho, a variacdo destes fenétipos péde ser observada entre
0s grupos. Chama atencdo que enquanto os macrofagos dos grupos 15S e 20S

apresentam fendtipo com caracteristicas de atividade citotéxica —com a célula e
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seu nucleo alongados e citoplasma repleto de organelas e vesiculas além de
abundantes e pronunciados prolongamentos citoplasmaticos, os correspondentes
do grupo 15T e 20T apresentam fendtipos com caracteristicas que se relacionam
muito mais as atividades que envolvem a reparac¢do da matriz extracelular do que
a citotoxidade — com a célula e seu nucleo mais arredondados que alongados,
prolongamentos citoplasméticos mais discretos e menor niumero de vesiculas e
organelas citoplasmaticas. Tal fendbmeno deve ser decorrente dos efeitos da
atividade fisica moderada na reparacao tecidual.

Numericamente, o0s resultados indicam que o0s macréfagos séo
significativamente mais abundantes no grupo T que no grupo S, sugerindo que a
atividade fisica moderada pode realmente melhorar a resposta imune a
inflamacdes (WOODS et al.,, 1997; NIEMAN, 1998;) ou, a0 menos, aumentar o
potencial do sistema imune para resolver este tipo de situacdo. As analises
estatisticas detectaram interacao entre os fatores T e G. Porém, como o tempo é
igual para ambos os grupos e eles diferem quanto a pratica ou ndo de exercicios,
a diferenca numérica detectada foi, assim, atribuida aos efeitos da pratica da
atividade fisica moderada.

O maior nimero de macrofagos no grupo S, dentro do espectro do nosso
delineamento experimental, é registrado aos 15 dias, enquanto para o grupo T isto
se da aos 10 dias. Isto demonstra certa precocidade no processo de inflamacéo e
reparo tecidual devido a atividade fisica moderada. Contudo, poucas referéncias
literarias ddo conta do acumulo de macréfagos, sobretudo em situacbes de
inflamacéo crénica. Chang et al (2000) descreve o perfil classico da cura de
feridas, em um modelo de cicatrizagdo ocular, e aponta 0o maior numero de
macrofagos ao terceiro dia; Graves et al (2002) aos 9 dias, em um modelo de
reabsorcdo 6ssea dentéria e Schilling et al (2003) aos 7 dias, em um modelo de
isquemia cerebral. Em todos os modelos, a populacdo de macréfagos cresce
continuamente até atingir o nimero maximo de células e decresce continuamente
dai em diante.

Em nosso trabalho, o perfil populacional das células € bastante parecido.

Contudo, nosso modelo reproduz uma situacdo de inflamag&o cronica, onde o
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agente inflamatério, a esponja de PVC, persiste. Tal situacdo possivelmente
contribui para que o niamero de macrofagos seja crescente por mais tempo. Sem
davida, o pico numérico dos macréfagos do grupo T precedente em relacdo ao do
grupo S e a populacdo mais abundante destas células no grupo T, em relacdo ao
grupo S, para todos os niveis de andlise contidos em cada grupo sdo bons indicios
de que a atividade fisica moderada contribui significativamente para o
desenvolvimento do processo inflamatorio e da reparacéo tecidual, uma vez que a
diminuicdo do numero de macréfagos deve ser decorrente da morte destas células
e/ou da formacdo de células gigantes. A apoptose de macréfagos tem sido
reconhecida como um mecanismo crucial para a resolucéo da inflamacéo. Estudos
de microscopia eletrdbnica mostram padrdes de apoptose como cromatina
perinuclear condensada e fragmentacdo nuclear e, como ja citado, as células
apoptoticas muito contrubuem para renovacdo celular em granulomas
promovendo sua inducdo, manutencdo e resolucdo (MATSUNAGA,; ITO, 2000).
Assim, a presenca de células gigantes com caracteristicas de células em morte
celular no grupo 30 T torna-se mais um indicio de que a atividade fisica moderada,
por meio de seus produtos, colabora para a aceleracdo da resolucdo da
inflamacdo ou, pelo menos, a torna mais precoce em relacdo aos animais
sedentarios.

Um outro aspecto interessante reside na relagdo entre os macrofagos e os
adipécitos. Gui-ping et al. (2005) afirmam que a deposicao excessiva de gordura
estabelece um novo nicho para macréfagos, o que acaba por alterar o balango
hormonal, resultando finalmente em desordens de metabolismo. Ambos os grupos
apresentam adipocitos. Contudo, no grupo T eles estdo mais dispersos e em
menor nimero em relacdo ao grupo S ou ainda possuem menores dimensdes. E
possivel afirmar com razoavel seguranca que o menor niumero de adipécitos no
grupo T € resultado da atividade fisica moderada, permitindo assim o re-
estabelecimento da condicdo homeostética, poupando o tecido de um
desequilibrio fisico-quimico que retardaria ou impediria a resolu¢cdo do processo
inflamatdrio, uma vez que os adipdcitos estdo envolvidos na secrecao de citocinas

capazes de atrair mondcitos e estdo envolvidos numa série de processos
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patolégicos como inflamacdes crbnicas e sistémicas (NAWROCKI e SCHERER,
2005; FANTUZZI, 2005). Pode estar ai mais um fator que atesta o beneficio da
atividade fisica e esclarece porque o processo de recuperacdo no grupo T tende a

se resolver mais precocemente.

3.7 CONCLUSAO

Nosso experimento mostra que a atividade fisica moderada néo produz
alteracfes significativas na morfologia das células nem em seus componentes,
apesar de colaborar na resolucdo da inflamacdo e no processo de reparagao
tecidual. Por exemplo, as células gigantes do grupo T exibem caracteristicas de
apoptose antes que as do grupo S.

O numero de células do grupo treinado € significantemente maior que o
sedentério, indicando que as interacdes entre as células e os produtos de suas
atividades sdo aumentadas. Além disso, o numero de adipdcitos que permanece
menor no grupo T, o que pode ser considerado uma vantagem adicional para o

restabelecimento da condi¢cdo homeostatica no tecido.

3.8 CONSIDERACOES FINAIS

O delineamento desta pesquisa compreende do quinto ao trigésimo dia de
um modelo de inflamagao crbnica induzida pelo implante subcutaneo de uma
esponja de PVC.

Contudo, e principalmente para o caso dos macrofagos, aos 30 dias nota-
se a ocorréncia de fenbmenos muito interessantes, como as caracteristicas de

apoptose dos nucleos das células gigantes, sobretudo no grupo T.
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Portanto, a realizacéo de um trabalho que contemplasse tal situacéo a partir
do trigésimo dia seria muito interessante, haja visto que poderia fornecer
significativas informacgdes a respeito do desenvolvimento do processo apoptotico,
do desenvolvimento ou resolugcédo do granuloma e do perfil que se formaria a partir

da contagem do numero celular deste periodo em diante.
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3.10 APENDICE

figuras, graficos e tabelas



101



102



103



104



105



106



107



108



109



110



111



112



113



114



115



116



117



118



119



120



121



122

CONSIDERACOES FINAIS

O implante subcutaneo de uma esponja de PVC gerou, como esperado,
uma resposta inflamatéria e reparadora que progride para a formacdo de um
granuloma de corpo estranho.

Assim como descrito para algumas situacdes clinicas, como implantes de
silicone, o corpo estranho € cercado por uma camada de células que tentam isola-
lo. Tal qual nestas reacdes, as células predominantes foram fibroblastos, seguidos
pelos macroéfagos.

Na figura 1 (pagina 125) é possivel observar o padrdo de variagdo das
células investigadas nos diferentes grupos. Como discutido nos capitulos
precedentes, o pico numérico das células do grupo T ocorre antes do pico
numérico das células do grupo S, para quaisquer dos grupos celulares
pesquisados. Assim, apesar das analises estatisticas ora indicarem que héa
interacdo entre os efeitos dos fatores T e G (no caso dos macrofagos), ora

indicarem que tal interacdo ndo existe e os efeitos isolados destes fatores séo
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significativos (no caso de fibroblastos e mastdcitos), deve-se prestar atencao de
que o tempo é igual para ambos 0s grupos e €, portanto, em ultima analise, um
elemento que permite a comparacdo das ceélulas sob efeito de diferentes
treinamentos. Ou seja, € possivel atribuir as diferencas encontradas entre os tipos
celulares analisados dos grupos S e T aos efeitos da atividade fisica moderada.

Ainda com base nesta figura, podemos inferir que o exercicio fisico
moderado, além de beneficiar o processo de reparacado tecidual por meio de sua
acdo nas células, ainda pode potencializar a comunicacédo entre os diferentes tipos
celulares. Note que para o grupo T, 0 pico numérico dos mastocitos ocorre aos 5
dias, o dos macréfagos aos 10 dias e o dos fibroblastos aos 15 dias. Enquanto
para 0 grupo S o0 pico numérico para estas mesmas ceélulas ocorre aos 10, 15 e 20
dias, respectivamente. Tais relagcdes ganham adicional importancia aqui, caso
houvesse surgido no leitor duvidas relativas ao pico numérico dos tipos celulares,
dado o intervalo de dias entre as contagens realizadas para cada grupo, pois a
figura deixa claro o sentido sequencial entre as células, com picos consecutivos
para cada tipo celular, e a importancia de uma para o desempenho de outra,
imprimindo aos dados maior firmeza e confiabilidade.

Desta forma, & possivel perceber ndo s6 a comunicagéo entre estes tipos
celulares, mas também sua interdependéncia para o sucesso do reparo tecidual,
fenbmenos executados seja pelo fendmeno célula/célula ou célula/molécula
(matriz extracelular, citocinas, fatores de crescimento).

Da mesma forma, fica entdo corroborada a posicdo de células efetoras
atribuidas aos mastocitos e fibroblastos. Tais células podem contribuir produzindo
citocinas e/ou fatores de crescimento, ou influenciando o comportamento de uma
série de outras células, incluindo os adipocitos, células endoteliais e pericitos.

Conclui-se assim que os efeitos da atividade fisica moderada contribuem
significativamente para a resolucdo do processo inflamatério e da reparacao
tecidual, potencializando a funcdo das células envolvidas. Outrossim, o modelo
escolhido para desenvolver o trabalho tem também validade para efetuar
comparacdes com situagdes clinicas rotineiras. Muito embora, o leitor deva estar

atento para o fato ja mencionado de que variagcbes no modelo escolhido geram
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variagbes nos padrbes de contagem, sem, contudo, provocar alteracbes nas
conclusdes obtidas.

Dessa maneira, pode-se prosseguir tais investigacdes utilizando este
modelo para buscar maiores esclarecimentos a respeito destas situacdes como,
por exemplo, quais citocinas e fatores de crescimento sdo afetados pela atividade
fisica moderada e de que forma, de modo a solucionar situacdes onde a

reparacao tecidual torna-se patolégica.
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