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RESUMO
Introducao: A obesidade é considerada um baixo grau de inflamagéao crénica,
que promove alteracdes em diversos sistemas, dentre os quais o sistema
imune pode ser afetado. O treinamento fisico € uma estratégia Util para evitar o
excesso de peso e prejuizo a imunidade. Objetivo: Investigar as alteragcdes
imunolégicas relacionadas com a obesidade e analisar a repercussdo do
treinamento fisico moderado no sistema imune. Métodos: Foram utilizadas
ratas Wistar fémeas que apds o 21° dia pos - natal foram divididas em dois
grupos, segundo o regime dietético empregado: Grupo Controle (GC) (n=16) e
Grupo Obeso (GO) (n=16). Aos 60 dias pds- natal, os grupos foram
subdivididos em sedentarios (S) e treinados (T), formando quatro grupos:
Controle-Sedentario (CS), Controle-Treinado (CT), Obeso-Sedentario (OS) e
Obeso -Treinado (OT). Avaliou-se peso, gordura visceral, indice de massa
corporal e série branca do sangue, seguida de coleta e analise das células dos
macrofagos alveolares. In vitro: Na cultura dos macrofagos foram avaliados
taxa de fagocitose, indice de aderéncia, viabilidade celular e producao de 6xido
nitrico. Resultados: Aos 105 dias pds-natal, verificamos aumento no peso
corporal, IMC e gordura visceral no OS. Quanto ao comprimento naso-anal,
nao houve diferenca entre os grupos. No sangue, a série branca apresentou
aumento nos linfécitos, neutréfilos e basofilos do OT. Eosindfilos nao diferiram
entre os grupos. Em macro6fagos alveolares, a taxa de fagocitose foi maior para
os animais treinados [CT (p= 0,000) e OT (p=0,002)]. A producao de O6xido
nitrico estimulado com lipopolissacarideos aumentou em animais treinados [CT
(p=0,014) e OT (p=0,000)]. O indice de aderéncia e a viabilidade celular ndo
diferiram entre os grupos. Conclusao: A dieta hiperlipidica foi eficiente em
aumentar a gordura visceral, além de repercutir na resposta imune. O
treinamento fisico reverteu 0 aumento da adiposidade e proteger o organismo

das agressdes promovidas pela obesidade.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica, exercicio fisico, imunidade,

macrofagos alveolares.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is considered a low-grade chronic inflammation, which
causes changes in several systems, among which the immune system may be
affected. Physical training is a useful strategy to prevent overweight and
impaired immunity. Objective: To investigate the immunological changes related
to obesity and analyze the impact of moderate physical training on the immune
system. Methods: Female Wistar rats were used that after the 21 th post - natal
care were divided into two groups according to the dietary regimen used:
Control Group (CG) (n = 16) and obese group (OG) (n = 16). At 60 postnatal
days, the groups were subdivided into sedentary (S) and trained (T), divided
into four groups: Control-Sedentary (CS), Control-Trained (CT), Obese,
Sedentary (OS) and Obese-Trained (OT). We evaluated weight, visceral fat,
body mass index and white blood, followed by collection and analysis of cells
from alveolar macrophages. In vitro: The culture of macrophages was evaluated
phagocytosis rate, rate of adhesion, cell viability and production of nitric oxide.
Results: At 105 days post-natal, observed an increase in body weight, BMI and
visceral fat in OS. The naso-anal length did not differ between groups. In the
blood, white series showed an increase in lymphocyte, neutrophil and basophil
OT. Eosinophils did not differ between groups. In alveolar macrophages, the
phagocytosis rate was higher for the trained animals [CT (p = 0.000) and T (p =
0.002)]. The production of nitric oxide stimulated with lipopolysaccharide
increased in trained animals [CT (p = 0.014) and T (p = 0.000)]. The rate of
adherence and cell viability did not differ between groups. Conclusion: The
high fat diet was effective in increasing visceral fat, and reflected in the immune
response. Physical training reverses the increased adiposity and protect the
body against attacks promoted by obesity.

Keywords: fat diet; exercise; immunity; alveolar macrophages.
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APRESENTACAO

O desenho do estudo foi elaborado, inicialmente, através de
levantamento bibliografico que teve por finalidade buscar evidéncias que
relacionassem exercicio fisico e obesidade a alteracbes no sistema
imunoldgico. Tal levantamento culminou com a elaboragdo do primeiro artigo
desta dissertacao, no formato de revisdo sistematica intitulada Influéncia do
treinamento fisico nos parametros imunoldégicos em animais obesos: uma
revisdo sistematica (CAPITULO 4). O artigo foi submetido ao periddico:
Revista Brasileira de Medicina do Esporte - ISSN (impresso): 1517-8692.

Embasados nos achados desta revisdo, realizamos um protocolo
experimental objetivando analisar as possiveis repercussées do treinamento
fisico moderado sobre parametros murinométricos e imunoloégicos em ratas
Wistar submetidas a dieta hiperlipidica p6s-desmame.

Segundo as normas do Programa de P6s-Graduacao em Fisioterapia da
UFPE, a dissertacdo apresentada deve ter a seguinte composicao:

1. Capitulo — Introducéo

1.1 Influéncia Do Treinamento Fisico Nos Parametros Imunolégicos Em
Animais Obesos: Uma Revisao Sistematica.
1.2Hip6teses

1.3 Objetivos
2. Capitulo — Material e Métodos
3. Capitulo — Referéncias Bibliograficas - referente ao capitulo 1 e 2
4. Capitulo — Resultados - sob a forma de um artigo.

4.1 4.2 Repercussdes Do Treinamento Fisico Moderado Na Resposta
Imunolégica de Macréfagos Alveolares In Vitro De Ratas Obesas
5. Capitulo — Consideracdes Finais

6. Limitagcdes do Estudo

7. Anexos
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1. INTRODUCAO

Obesidade

Considerada uma epidemia global, com cerca de 1,5 bilhdes de adultos
com excesso de peso, em que pelo menos 400 milhdes sado clinicamente
obesos (WHO, 2005). A etiologia da obesidade é um processo multifatorial que
envolve aspectos ambientais e genéticos (EGUCHI et al., 2008), decorrente de
mudancas dos habitos de vida, tais como, alimentacdo inadequada e
sedentarismo.

O acumulo anormal ou excessivo de gordura acarreta prejuizos a saude
dos individuos (WHO, 2005). A morbidade associada inclui, por exemplo,
diabetes tipo Il, dislipidemias, hipertensdao, doenca coronariana e
cerebrovascular, insuficiéncia cardiaca, apnéia do sono, esterilidade (MUNOZ;
MAZURE; CULEBRAS, 2004). No sentido da desnutricdo, diversas pesquisas
foram realizadas sobre suas repercussoes, tais como, metabdlicas, imunes ou
locomotoras (AMORIM, 2009; FERREIRA e SILVA, 2008; BARROS et al,
2006). Atualmente, estudos buscam caracterizar a influéncia do
sobrepeso/obesidade no sistema imune e metabdlico (ZHOU et al., 2011;
NERY et al, 2011; MELO, 2010; ZAMBON et al, 2009; EGUCHI, 2008;
GUERRA et al., 2007).

O Brasil vive um periodo de transigao nutricional. Observa-se declinio
dos casos de desnutricdo e aumento, em maior velocidade, da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade na populagéo (IBGE, 2006; BATISTA-FILHO E RISSIN,
2003). Houve um crescente aumento na aquisicdo, pelos brasileiros, de
alimentos ricos em acgulcares, gorduras em geral e gorduras saturadas e
reducaéo no consumo de leguminosas e hortalicas (LEVY-COSTA et al., 2005).
Segundo a mais recente Pesquisa de Orgamento Familiar (POF) realizada pelo
IBGE (2010), o excesso de peso em homens e mulheres adultos saltou de
18,5% para 50,1% e de 28,7% para 48%, respectivamente.

Dados da POF indicam que obesidade aumenta em mais de quatro
vezes para homens (de 2,8% para 12,4%) e em mais de duas vezes para
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mulheres (de 8,0% para 16,9%), sendo as areas urbanas mais atingidas (IBGE,
2010). Assim, segundo estes dados, nas Uultimas décadas, houve um
crescimento consideravel da obesidade no sexo feminino. Pesquisa com
mulheres obesas brasileiras tém apontado a alta ingestao de lipideos, muito
frequente nessa populacdo (FRANCISCHI, PEREIRA & LANCHA-JUNIOR
2001), levando a um aumento na publicagdo de estudos relacionados a
populacdo feminina (CAMPBELL et al., 2008; FRANCISCHI, PEREIRA &
LANCHA-JUNIOR, 2001; NIEMAN e PEDERSEN, 1999).

A obesidade pode ser induzida por alteragdes neuroenddcrinas,
genéticas ou dietéticas (DIEMEN, TRINDADE E TRINDADE, 2006). Para o
estudo experimental do sobrepeso/obesidade, diferentes metodologias podem
ser empregadas, sendo a indugédo pela dieta a mais utilizada (ZHOU et al.,
2011; DUARTE et al., 2006; ESTADELLA et al., 2004; GAIVA et al., 2001). De
acordo com Gaiva et al, (2001), a administracdo de dieta
hiperlipidica/hipercalérica pode ser considerada um adequado modelo de
inducao de obesidade em ratos, por aumentar a quantidade de tecido adiposo.
Estudo com animais submetidos a esta dieta relata aumento na adiposidade,
intolerancia a glicose, além de inflamacao (SAMPEY et al., 2011).

Diversas pesquisas demonstram estreita associacdo entre adiposidade
abdominal e tolerdncia a glicose, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia
(KRETSCHMER et al., 2005; PEREIRA, FRANCISCHI & LANCHA-JUNIOR,
2003). A distribuicao da gordura corporal € relevante, especificamente a
gordura visceral (GV). Assim, a quantificacdo da GV se torna importante para
identificar individuos com maior risco para o desenvolvimento da sindrome
metabdlica (FILHO et al., 2006). Segundo Nieman e Pedersen, (1999), o
colesterol e a glicemia podem estar relacionados a prejuizos em Vvarios

aspectos do sistema imune.

Treinamento Fisico e Obesidade

O exercicio fisico aumenta o gasto energético e reduz o risco de

desenvolver obesidade e excesso de gordura corporal (GLEESON et al., 2011;
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GUERRA et al., 2007; BERNARDES et al., 2004). Logo, uma das maneiras de
se prevenir ou até mesmo tratar a obesidade é através da pratica de atividade
fisica diaria, a qual promove adaptacgdes fisiolégicas e funcionais no individuo.
Em estudos epidemiolégicos e de coorte foi encontrado uma associacao entre
obesidade e inatividade fisica (IBGE, 2006; LAKKA et al., 2003). Atualmente, ja
se sabe que a relagdo entre inatividade e baixo gasto energético contribuem
expressivamente para instalacdo de doengas crénico-degenerativas (WALSH
etal., 2011a).

Sao bem estabelecidos na literatura os beneficios da atividade fisica
para a saude, em estudos com humanos e animais (NERY et al., 2011; BENER
et al., 2009; FEDIUC; CAMPBELL e RIDDELL, 2006; COSTA ROSA e
VAISBERG, 2002). A longo prazo, atividade fisica regular pode proteger o
organismo contra o desenvolvimento de doencas crbnicas (WALSH et al,
2011a). Entretanto, estas adaptagdes sao dependentes da intensidade,
duracao e freqiéncia da atividade (LEANDRO et al., 2007).

Pesquisas realizadas em animais, mostram que o exercicio fisico
induzido por corrida em cicloergométro por 5 semanas, diminuiu o percentual
de gordura na regiao epididimal (FEDIUC; CAMPBELL e RIDDELL; 2006). Da
mesma forma, o treinamento fisico com natagdo por 5 semanas, 5
dias/semana, diminuiu os tipos de colesterol maléfico, lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e aumentou o
benéfico, lipoproteina de alta densidade (HDL), diminuindo o risco de doencas
coronarianas (GHAEMMAGHAMI et al., 1986). O exercicio fisico aumenta a
expressao de receptores para insulina no tecido adiposo e muscular (TJONNA
et al., 2008).

A atividade fisica diaria € de suma importdncia para uma melhor
qualidade de vida (COSTA ROSA, 2004). Muitos autores ja evidenciaram o0s
beneficios da atividade fisica diaria, sejam eles metabdlicos, respiratérios ou
imunoldgicos (GUERRA et al.,, 2007; LEANDRO et al., 2002; NIEMAN et al.,
1995; HEATH et al., 1991). Contudo, os mecanismos acerca dos beneficios do
exercicio nao sdo compreendidos plenamente (WOODS, VIEIRA e KEYLOCK
2009).
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Sistema Imune

O sistema imune (Sl), responsavel pela defesa do organismo, possui
mecanismos de defesa divididos em dois ramos: sistema inato e adaptativo. O
sistema inato é composto por pele, membranas mucosas, sistema
complemento, enzimas e células fagociticas (neutrofilos, eosinéfilos, basbfilos,
mondécitos e células natural killer), responsavel pela resposta imune nao-
especifica (RINE) (ABBAS E LICHTMAN, 2007). O sistema imune adaptativo é
composto por linfécitos T e B e por imunoglobulinas, e possui resposta imune
especifica (RIE) ao estimulo do antigeno apresentando memdria. Vale salientar
que elementos do sistema inato podem agir como efetores do sistema
adaptativo (ABBAS E LICHTMAN, 2007; COSTA ROSA e VAISBERG, 2002).

A reacdo inflamatéria é componente do mecanismo inato e essa
resposta pode ocorrer em qualquer local do tecido exposto a um patdgeno.
Segundo Woods, Vieira e Keylock (2009) € considerada a primeira linha de
defesa do organismo, retardando o estabelecimento de processo infeccioso.
Nos tecidos, esses sinais sdo conseqgléncia de uma vasodilatagao, do aumento
da permeabilidade vascular e de um afluxo de células fagocitarias (DE
CASTRO et al.,1997).

O mecanismo de inflamacao é desencadeado por liberacao de citocinas,
apos o contato com o agente agressor (MARTON E KISS, 2000). Mediadores
inflamatérios (histamina, leucotrienos) sao liberados e contribuem para o
recrutamento das células, sendo os neutréfilos os primeiros a atingir o local de
infeccdo, 0s quais sdo sensiveis a agentes quimiotaxicos liberados pelos
mastécitos e basofilos (ABBAS E LITCHAMM, 2007). Na RINE estao presentes
os macréfagos teciduais, células fagociticas cuja fungéo é reconhecer, ingerir e
destruir os microrganismos e constituem a segunda maior populacao celular do
sistema imune. A RIE é formada nos tecidos linféides secundarios, tais como,
baco, timo, linfonodos e medula éssea. Esta ativacdao dos linfécitos pelo
antigeno ocorre em diferentes compartimentos das células T e B (ABBAS E
LICTHAMM, 2007).

Os macréfagos sao mediadores da resposta imune inata, agem como
primeira linha de defesa contra os microrganismos (WOODS, VIEIRA e
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KEYLOCK, 2009) e pertencem ao sistema dos fagocitos mononucleares. Apés
0 contato com o agente agressor, agem liberando citocinas que iniciam e
amplificam o processo inflamatério (MARTON e KISS, 2000). A ativacdo dos
macréfagos por endotoxinas induz a produgao de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, substancias microbicidas que sdo responsaveis pela destruicao
dos microrganismos fagocitados (AMERSFOOT, BERKEL, KUIPER, 2003).
Nesse processo, os macréfagos podem apresentar alteracdes, tais como:
aumento de tamanho, de aderéncia, da velocidade de deslocamento e da
atividade fagocitica (O’KEEFE et al., 1997).

Outro elemento importante para a defesa do organismo € o éxido nitrico
(ON), responsavel pela defesa local dos pulmdes (DELVES e ROITT, 2000).
Evidéncias na literatura sobre o ON sdo datadas na década de 80 (BOGDAN,
2001). Segundo Flora Filho e Zilberstein, (2000), o ON tem acédo na imuno-
regulacao e se apresenta na inflamacdo e em mecanismos de autoimunidade.
Assim, é definido como o produto de macrofagos ativados por citocinas e
patdgenos, derivado de uma reacdo enzimatica (Figura 1). O ON participa da
defesa do organismo, tendo agdo microbicida e tumoricida in vitro (NATHAN,
1992).

NADPH NADPH
L-arginina - N-hidroxi-L-arginina ==pe-L-citulina+
{:a+2 DZ

oxido nitrico (NO)

Figura 1 — Representacdo esquematica da sintese do 6xido nitrico a
partir da L-arginina. (Fonte: Flora Filho e Zilberstein, 2000).

No caso de doencas autoimunes e em situacdes de sobrecarga do organismo,
o ON encontra-se em concentragbes téxicas para as células saudaveis
(FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000). Uma das 3 isoformas da espécie
reativa de nitrogénio que é controlada pelo sistema imune é a isoforma éxido
nitrico macrofégica tipo 2 (NOS2) (BOGDAN, 2001). Estudos relacionando
nutricdo, exercicio e producdo de ON na imunidade sdo recentes na literatura
(PORTO, 2011; DELMONDES, 2009), mas a analise da producao de ON ja foi
realizada em animais desnutridos sedentarios (FERREIRA e SILVA, 2008) e
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submetidos ao exercicio fisico de natagcdo (DELMONDES, 2009). Porém,
existem lacunas sobre a repercussdao da producdo de ON em animais
submetidos a dieta hiperlipidica, logo, é importante estudos acerca deste tema.

Obesidade no Sistema Imune

A defesa do organismo estd diretamente relacionada a condicédo
nutricional do individuo. Quando ha um desequilibrio entre o gasto e o
consumo energético, os processos imunoldgicos estardo afetados (MARTI,
MARCOS e MARTINEZ, 2001). A obesidade acarreta alteragdes sobre a
imunidade celular, especialmente no recrutamento de leucdcitos e
subpopulagdes linfocitarias e na proliferagdo de linfécitos em resposta a
mitbgenos como também na imunidade humoral, sobretudo a secreg¢édo de
anticorpos (MARCOS; NOVA; MONTERO, 2003). Individuos obesos sao
susceptiveis a infecgdes e doengas auto-imunes, e sdo incapazes de combaté-
las de forma eficaz, o que atesta um elo entre o tecido adiposo e as células
imunes (MARTI, MARCOS e MARTINEZ, 2001).

Evidéncias na literatura sugerem ser a obesidade uma doenca cronica
inflamatéria (CESCHI et al., 2007) e um motivo de preocupacdo em pacientes
criticamente doentes ( ALVES, 2006). A obesidade promove produgdo anormal
de citocinas inflamatérias, que tém efeito local e sistémico (CESCHI et al,
2007), além de provocar maior susceptibilidade a alguns tipos de cancer,
bacteremia e maior tempo de cicatrizagdo apds uma cirurgia (LAMAS, MARTI e
MARTINEZ, 2002). Dados clinicos e epidemiolégicos indicam que pacientes
obesos possuem elevada incidéncia e gravidade de infecgbes quando
comparados com pessoas magras (CESCHI et al, 2007; FALAGAS e
KOMPOQOTI, 2006).

Em modelos animais, manipulagdo com dieta rica em gordura acarretou
prejuizos a funcao imune (MELO, 2010). Smith et al. (2007) mostraram que, em
camundongos cuja dieta induziu obesidade, houve maior mortalidade quando
esses foram infectados pelo virus Influenza em relagdo aos normonutridos,
devido a menor expressao de citocinas antivirais e redu¢ao da citoxicidade das
células natural-Killers (NK). Em ratos também foram observados linfopenia e
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menor resposta mitégena dos esplendcitos (LAMAS; MARTI; MARTINEZ,
2002). Em humanos, estudo com mulheres obesas verificou que ndo houve
alteracao da funcao imunoldgica entre grupos obesos ou nao (NIEMAN, 1996).
Entretanto, aumento da gordura corporal promoveu uma maior contagem de
leucécitos, mondcitos e neutréfilos circulantes (NIEMAN e PEDERSEN, 1999),
indicando maior producao destes componentes decorrente da obesidade.

Deste modo, fatores metabdlicos, nutricionais e endocrinos estariam
envolvidos na resposta imune (MOULIN et al., 2009; SAMARTIN & CHANDRA,
2001). A inflamacgédo crénica pode acarretar maior producao de espécies
reativas de oxigénio e citocinas que induzem alteracées e danos ao DNA, o
que contribui para o desenvolvimento de céancer (CESCHI et al, 2007).
Atualmente sabe-se que além de papel no armazenamento de reservas
energéticas, o tecido adiposo tem importantes fungcdes como 6rgao enddcrino
ao produzir diversos horménios e moléculas de sinalizacdo denominadas
adipocinas. Uma dessas moléculas € a leptina (Lp) (AHIMA e FLIER, 2000),
secretadas pelos adipécitos, e ativadas na regulagdao da funcao imunoldgica.
Portanto, o tecido adiposo promove diferentes funcdes no organismo, seja

imunoldgica, metabdlica ou endécrina.

Treinamento Fisico no Sistema Imune

Além da obesidade, outros fatores parecem influenciar diretamente na
atuacao dos componentes do Sl. Dentre estes se destaca o papel do exercicio
fisico, que promove modificagdes no S| (LEANDRO et al., 2002; PEDERSEN e
HOFFMAN-GOETZ, 2000). As alteracoes transitorias causadas por uma subita
carga de exercicio fisico fazem parte do conjunto de respostas organicas
agudas (ALI, ULLAH, JAN, 2003). Embora o significado clinico dessas
mudancas ainda ndo esteja totalmente estabelecido, constata-se que alguns
parametros imunes sao afetados (NIELSEN, 2003).

Dessa forma, o exercicio fisico, a depender de sua magnitude, parece
alterar a resposta imunoldgica e se esta atuacao € benéfica ou deletéria,

dependera da intensidade, da freqiiéncia e da duracao do esforco (LEANDRO,
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et al., 2007). Beneficios a saude sao relacionados ao treinamento fisico de
intensidade moderada (NIEMAN, 2000) e melhoria de muitas fungdes imunes,
parecendo prevenir ou retardar a progressao de alguns tumores (ALMEIDA et
al.,2009; BACURAU et al., 2000). H4 também relatos de uma baixa incidéncia
de infecgdes do trato respiratorio superior em individuos que se exercitavam
regularmente (NIEMAN et al., 1995; HEATH et al., 1991). Assim, o treinamento
fisico de intensidade moderada parece promover adaptacoes fisiologicas e
imunoldgicas que repercutem de forma positiva no organismo (ALMEIDA et al.,
2009; LEANDRO et al., 2002; NIEMAN, 2000; PEDERSEN e HOFFMAN-
GOETZ, 2000).

Encontra-se na literatura diversos trabalhos relacionando os efeitos do
exercicio fisico com as fungdes do sistema imunolégico (MURPHY et al., 2011;
NAVARRO et al., 2010; BACURAU, 2000; NIEMAN et al., 1995; HEATH et al.,
1991). Estudos mostram que em animais submetidos ao treinamento fisico de
natacao (6 semanas, 5 dias/semana) houve aumento na taxa de fagocitose de
macrofagos alveolares (DELMONDES, 2009; NASCIMENTO et al., 2004), e
peritoneais (FERREIRA et al., 2010; NAVARRO et al.,, 2010; DOS SANTOS,
MELLO e COSTA ROSA, 2009). No estudo de Murphy et al. (2011), também se
observou regressao do desenvolvimento de tumor em camundongos fémeas
submetidas ao exercicio de esteira (20 semanas, 6 dias/semana), 0 que
confere ao exercicio aerdbio um efeito natural antiinflamatorio (DAS, 2006).

Em humanos, o exercicio moderado aumentou a resisténcia a infeccoes
respiratérias do trato superior em mulheres submetidas a caminhada (Nieman
et al., 1995). Atletas possuem menores niveis de citocina em relagdo a nao-
atletas, quando expostos a exercicio extenuante (GOKHALE et al., 2007). Em
corredores treinados, nenhuma alterag&o foi verificada na contagem diferencial
de leucédcitos do sangue (BAUM, LIESEN e ENNEPER, 1994). Aumento na
contagem total e diferencial de leucécitos no sangue em diferentes tipos de
exercicio (BRENNER et al, 2003). Em individuos obesos, também foram
relacionados elevados niveis de leucocitos totais, neutréfilos e mondcitos
(NIEMAN, 1996).

De forma geral, o exercicio fisico regular é associado com adaptacdes
fisioldgicas, hormonais e imunorreguladoras (KIM et al., 2003; BRENNER et al.,
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2003). Modula a redistribuigdo sistémica das células imunes em diferentes
tecidos: pulmao, musculo esquelético e baco (ADAMS, 2011). Estas alteragdes
transitérias podem ser reflexos de uma automodulagao das células imunes em
prol da homeostase (LEANDRO et al., 2002). Sendo assim, percebe-se que as
adaptacoes fisiolégicas e imunolbgicas repercutem de forma benéfica para o
organismo com o treino moderado (PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000;
LEANDRO et al., 2007).

Obesidade e Treinamento Fisico no Sistema Imune

De acordo com o exposto anteriormente, a principal fungdo do Sl é
proteger o organismo contra doencas infecciosas (GLEESON, 2006), e pode
ser influenciada tanto pela obesidade quanto pelo exercicio fisico. Disfungdes
do sistema imunolégico podem ser decorrentes de alteracbes metabdlicas,
como também do estresse oxidativo decorrente de treinamentos fisicos
extenuantes (ANGELI et al., 2004). Estas alteragdes véem sendo relacionadas
ao aumento da taxa de infecgdes (KHAN et al., 1999; HEATH et al., 1991).

Diferentes pesquisas em animais tém-se voltado para a resposta do
sistema imunol6gico a diferentes agentes indutores de estresse, como, por
exemplo, a nutricdo e o exercicio fisico (ZHOU et al., 2011; MELO, 2010;
DELMONDES, 2009; NASCIMENTO et al., 2004). Segundo Kretschmer et al.,
(2005) ha intima associacao entre adiposidade abdominal e hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia, os quais podem estar relacionados a prejuizos em varios
aspectos da imunidade (MORIGUCHI et al., 1998; NIEMAN e PEDERSEN,
1999). Um exemplo é a expressao dos linfocitos T (Helper CD4+), reguladores
da resposta imune decorrente da producdo de citocinas que ativam os
macréfagos (MOULIN et al., 2009).

Contudo, o exercicio fisico é também outro fator de estresse que afeta a
imunidade, dependente da duracado, freqiéncia e intensidade do esforco
(BALTOPOULQOS, 2009; LEANDRO et al., 2007; PEDERSEN e HOFFMAN-
GOETZ, 2000). Os mecanismos associados a alteracdes imunolégicas sao

multifatoriais e se correlacionam com diversos sistemas, enddcrino ou nervoso
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(PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000). Sugere-se uma inter-relacao entre o
Sl e estes acima citados. Inicialmente, ocorre uma ativacao do sistema nervoso
simpatico, que promove aumento na concentracdo de catecolaminas na
circulacdo e ativa o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, induzindo aumento na
concentracao de glicocorticides (BACURAU, 2000; WOODS, 1999).

As células do Sl possuem receptores para estes horménios (GARCIA,
2003). Especialmente os macréfagos sao sensiveis aos efeitos do estresse via
receptores para glucocorticéides (WOODS,1999). Além de secretarem
citocinas que irdo agir em érgaos neuroendocrinos (COSTA ROSA, 2004). O
estudo da imunidade em modelos animais tem grande importancia ao verificar
as repercussdes entre a nutricdo e o exercicio fisico (ZHOU et al., 2011;
FERREIRA et al, 2010; YAMASHITA et al., 2010; DELMONDES, 2009;
NIEMAN e PEDERSEN 1999). A relacao obesidade, exercicio fisico e Sl ainda
sao escassas na literatura (PORTO, 2011; TEIXEIRA DE LEMOS et al., 2009;
MORIGUCHI et al., 1998; NIEMAN, 1996).

Assim, sdo necessarias mais evidéncias acerca das alteracoes
decorrentes da obesidade nos parametros imunolégicos e quanto o
treinamento fisico € capaz de repercurtir sobre este sistema. Com isso, alguns
aspectos podem ser esclarecidos e contribuir ainda mais numa perspectiva
diferenciada para a promog¢éao de salude e qualidade de vida em obesos.
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RESUMO

Introducédo: E bem estabelecido na literatura que ha alteragdes imunolégicas decorrentes do
treinamento fisico, contudo, a associacdo do fator obesidade, que é um estado crénico de
inflamacédo, ainda ndao é bem estabelecida. Objetivo: analisar através de uma revisao
sistematica as evidéncias cientificas disponiveis sobre a agdo do treinamento fisico sobre os
componentes da fungdo imune em animais obesos. Materiais e método: Foram selecionados
estudos experimentais com ratos, indexados nas bases de dados PUBMED, SCIENCE
DIRECT, LILACS e SCIELO, utilizando os seguintes descritores MeSH/DECS: “animais”,
“obesidade”, sistema imune” e “treinamento fisico/ exercicio/ exercicio fisico” bem como seus
equivalentes em inglés, utilizando os operadores booleanos OR e AND. Resultados: Quatro
estudos de baixa qualidade metodoldgica envolvendo ratos sob treino aerdbio foram incluidos.
Nenhum dos trabalhos apresentou uniformidade quanto aos parametros imunes analisados e
protocolos de exercicio. Foi observada diferenga significativa em marcadores inflamatérios em
animais submetidos ao treino, em trés estudos, com interleucinas 6 e 10 e o fator de necrose
tumoral alfa. Contudo, os tecidos alvo foram distintos. Conclusdo: Devido a baixa qualidade
metodoldgica dos estudos selecionados e a existéncia de protocolos de treino e parametros
imunes distintos, temos insuficiente evidéncia para afirmar qual parametro imunolégico é mais

influenciado pelo exercicio em animais obesos.
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Descritores: animais; obesidade; exercicio; sistema imune

ABSTRACT

Introduction: It is well established in the literature the immunological changes resulting from
physical training, however, the association of obesity factor, which is a state of chronic
inflammation, is not well established. Objective: To analyze through a systematic review of the
available scientific evidence on the effect of physical training on the components of immune
function in obese animals. Materials and method: We selected experimental studies with rats,
indexed in PUBMED, SCIENCE DIRECT, LILACS and SciELO, using the following MeSH
descriptors / DECS: "animals", "obesity" immune system "and" physical training / exercise /
physical exercise "as well as their english equivalents, using the boolean operators AND and
OR. Results: Four studies of low methodological quality involving rats under aerobic training
were included. None of the studies showed uniformity in the immune parameters analyzed and
exercise protocols. Significant difference in inflammatory markers in animals subjected to
training in three studies with interleukins 6, 10 and tumor necrosis factor alpha. However, the
target tissues are different. Conclusion: Due to the low methodological quality of selected
studies and the existence of training protocols and different immune parameters, we have
insufficient evidence to say which immunological parameter is more influenced by exercise in
obese animals.

Descriptors: animals, obesity, exercise, immune system

INTRODUCAO

A etiologia da obesidade é um processo multifatorial que envolve
aspectos ambientais e genéticos que acarreta prejuizos a saude 29,
Evidéncias na literatura sugerem ser a obesidade uma doenca crbnica

inflamatoria 4

, e tornar-se um motivo de preocupacdo em pacientes
criticamente doentes. Individuos obesos sdo susceptiveis a infecgdes e
doencas auto-imunes, e sao incapazes de combaté-las de forma eficaz. O que
denota um elo entre o tecido adiposo e as células imunes ©. Em animais a
obesidade pode ser induzida por alteragdes neuroenddcrinas, genéticas ou
dietéticas ©.

Diversas pesquisas demonstram estreita associagdo entre adiposidade
abdominal e tolerancia a glicose, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia®’*®).
Segundo estudo de Nieman et al.,, (1999) ©), o colesterol e a glicemia podem
estar relacionados a prejuizos em varios aspectos do sistema imune. Fatores
metabdlicos, nutricionais e enddcrinos estariam envolvidos na resposta

imune!'%-12

). A inflamagéo a longo prazo pode acarretar numa maior producao
de espécies reativas de oxigénio e citocinas que induzem a alteracdes e danos

ao DNA, o que contribui para o desenvolvimento de cancer®®.
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Uma das maneiras de se prevenir ou até mesmo tratar a obesidade é
através da pratica de atividade fisica diaria que promove adaptacoes
fisioldgicas e funcionais no individuo. Estas adaptacdes estdo na dependéncia

(12)

da intensidade, duracdo e freqiéncia da atividade Evidéncias dos

beneficios da atividade fisica para a saude podem ser observadas em estudos

2,7,13,14

com humanos e animais ). Exercicio fisico regular é associado com

121516) O exercicio

adaptacdes fisioldgicas, hormonais e imunorreguladoras
modula a redistribuicao sistémica das células imunes em diferentes tecidos:
pulmao, musculo esquelético e baco!'”. De acordo com Leandro, (2002) '8,
estas alteracdes transitorias podem ser reflexos de uma automodulacdo das
células imunes em prol da homeostase.

Particularmente o treinamento fisico de intensidade moderada esta
associado a beneficios para a saude '® e melhoria de muitas fungées imunes,
parecendo retardar ou prevenir a incidéncia e a progressdao de alguns

(20,21

tumores ). Assim, este tipo de treinamento fisico de intensidade moderada

parece promover adaptacoes fisiolégicas e imunolégicas que repercutem de
forma positiva no organismo (121924,

Os estudos relacionando obesidade, treinamento fisico e sistema imune
sdo considerados de extrema relevancia, levando em consideracdo a
ocorréncia da obesidade na atualidade e a escassez de evidéncias. Nao ha
revisbes sistematicas acerca da influéncia do treinamento fisico sobre os
mecanismos associados a obesidade em animais. Diante do exposto, o
objetivo foi analisar sob forma de uma revisdo sistematica, a influéncia do
treinamento fisico aerébio na resposta imunolégica em animais obesos.
MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi baseada em estudos experimentais, sem restricdo
linglistica ou de periodo, nas bases de dados indexadas no
PubMed/MEDLINE, Science Direct, LILACS e SciELO. As palavras-chaves
utilizadas, de acordo com a descricao dos termos de MeSH e DeCS, foram:
“animais”, “obesidade”, sistema imune” e “treinamento fisico/exercicio/
exercicio fisico” bem como seus equivalentes em inglés. As combinacdes entre

estas palavras foram realizadas em cada base de dados supracitadas
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utilizando os operadores booleanos OR e AND. Essa pesquisa foi realizada no
periodo de outubro-2010/janeiro de 2011.

Como critérios de inclusdo, foram selecionados os estudos do tipo
experimental, limitado a ratos, submetidos a qualquer tipo de atividade ou
treinamento fisico e inducédo de obesidade, seja ela genética, neuroenddcrina
ou dietética. Foram excluidos estudos em que outros animais (coelhos, eqlinos
e porcos) fossem utilizados e onde os animais fossem submetidos a
intervencao hormonal, cirirgica ou farmacolégica antes ou ap6s o exercicio. Os
estudos foram primeiramente selecionados conforme os critérios de
elegibilidade acima destacados e aqueles que geraram duvidas foram retidos
para posterior analise. Todos os estudos foram avaliados por dois revisores
independentes e as divergéncias foram discutidas com um terceiro avaliador.

Quanto a qualidade metodolégica (Tabela 1), os artigos foram avaliados
através de componentes individuais. Os principais componentes analisados
foram randomizagdo, cegamento dos resultados e analise estatistica, sendo
considerados os seguintes critérios: “adequado”, “inadequado”, “nao relatado” e
“relatado”. N&o foi possivel a realizagdo de uma meta-analise devido a
heterogeneidade dos estudos incluidos.

RESULTADOS

De 200 artigos inicialmente encontrados na busca através das bases de
dados pesquisadas, 190 foram excluidos com base no titulo e 10 foram
analisados de maneira mais criteriosa (Figura 1). Desses, 06 foram excluidos, e
4 artigos foram incluidos (Moruguchi et al., 1998; Teixeira de Lemos et al,,
2009; Martin-Cordero et al., 2009 e Yamashita et al., 2010)*?®  informacdes e
dados principais referentes as caracteristicas destes estudos encontram-se na
Tabela 2.
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1 Estudos indentificados através da busca eletrdnica
na base de dados: PublMed(n=08), Lilacs(n=00),
Sciglo(n=00), Science Direct(n=152)

’ ¥

— Estudos duplicados depois removidos
(n =190}
gi ¥ R
Estudos excluidos
W’é | pelo_resumo(n=0&)-
sglecionados Mio presncheram
— critério de inclusdo
R ¥
Artigos de textos Estudos de textos
completos avaliados *  completos excluidos
para elegibilidade (n=01) )
(n =05) -Méo preencheu o critého
 S—
—
w
Estudos incluidos na MORIGUCHI gt al, 1958;
" sintese qualitativa * TEIXEIRA de LEMOS gf &,
(n=04) 2009;
MARTIN-CORDERO gt al,
2009;
) . TAMASHITA gial, 2010
Estudos incluidos na

sintese quantitativa
[meta-analise)
(n =0}

FIGURA 1 - Organograma de busca e selecdo dos estudos para a revisao
sistematica de acordo com Preferred Reporting Iltems for Systematic Reviews
and Meta-Analyses (PRISMA) ©9).

Os resultados desta pesquisa indicam pouca evidéncia nas pesquisas
sobre o sistema imunolégico e o exercicio em obesos. Além disto, sdo estudos
recentes, sendo o mais antigo publicado sobre esse tema da década de 90
(Moriguchi et al., 1998)?°. Em relacdo & qualidade metodolégica, apenas dois
estudos (Yamashita et al, 2010 e Teixeira de Lemos et al., 2009)?52®
relataram randomizagdo, contudo, o método nao foi exatamente descrito.
Nenhum dos artigos incluidos relatou cegamento na analise dos resultados e

todos realizaram analise estatistica adequada #>?® (Tabela 1).
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252627) incluiram  animais

Quanto & obesidade, trés estudos!
geneticamente modificados, denominados ratos Zucker, enquanto que apenas
um estudo o de Yamashita et al., (2010) ®® incluiu ratos Wistar por indugéo
dietética. Todos os estudos investigados avaliaram os animais através do
treinamento fisico. Quanto & modalidade, a esteira foi utilizada em trés

2521.28) o g natagao (Teixeira de Lemos et al., 2009)?® (Tabela 2).

artigos!

Os estudos avaliaram o treinamento fisico isoladamente (Moriguchi et al
1998 e Teixeira de Lemos et al, 2009) #*?%) combinado com dieta de restricio
de energia, Yamashita et al., (2010) ®® ou concomitante ao exercicio agudo,
Martin-Cordero et al., (2009)®*”. Embora em todos os estudos, utilizassem o
treinamento fisico, ndo houve homogeneidade quanto a duragao, intensidade e
freqiéncia do exercicio, tanto pelo periodo quanto pela forma de adaptacao
(Tabela 2).

Os autores nao foram unanimes em relagdo aos parametros imunes
avaliados, nem aos tecidos investigados (Tabela 2). Apenas 2 estudos®®%®)
contemplaram as interleucinas 6 e 10 (IL- 6 e IL-10) e o fator de necrose
tumoral a (TNFa) em seus trabalhos, contudo, os tecidos alvo foram distintos,
sangue e tecido branco adiposo respectivamente. Estudo de Moriguchi et al.,
(1998) @ abordou as células natural killer (NK) e linfocitos do baco, e Martin-
Cordero et al., (2009) ® interleucina 1 (IL- 1) e interferon gama (IFNY) de
macréfagos peritoneais.

Quanto ao delineamento experimental dos estudos investigados,
adaptamos nas diretrizes de padrao-ouro em analises experimentais de
Hooijmans et al., (2010)®? (Tabela 3). Todos os estudos utilizaram ambiente
com adequado manejo laboratorial, controle de luz, nutricdo/agua ad libitium
nos animais. Apenas Martin-Cordero et al., (2009) ?” nao relatou controle de
temperatura e umidade no ambiente laboratorial. O mesmo foi observado
quanto & umidade no trabalho de Moriguchi et al., (1998)® (Tabela 3).

Com relacdo aos resultados, os achados foram similares entre 2

26.28) houve um reducdo significativa na concentracédo de IL- 6 (p<0,001)

artigos!
e TNFa ( p<0,05). Achado semelhante na redugéo da atividade das células NK

do baco (p<0,05) no trabalho de Moriguchi et al., (1998)%°. Entretanto
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nenhuma modificagdo foi verificada na concentragdo de IL- 1 e IFNY em
animais exercitados no estudo de Martin-Cordero et al., (2009)?”, apenas
quando submetidos ao exercicio agudo somente com a IL-18 (p<0,01) ou
estimulados com lipopolissacarideos (LPS) obtiveram aumento na producao
das citocinas, porém nao significativa (Tabela 4).

DISCUSSAO

Os resultados desta revisao sistematica tiveram por objetivo avaliar a
influéncia do treinamento fisico aerdbio sobre o sistema imune de animais
obesos. Estes achados demonstram que houve redug¢do nos componentes pro-
inflamatérios destes animais, e que 0 exercicio promoveu repercussao no
sistema imunoldgico, apesar da heterogeneidade entre os estudos (Tabela 4).
Uma vez que nao foi possivel verificar qual tipo de treinamento foi o mais
efetivo sobre a imunidade.

Quanto a da selecdo aleatéria dos animais, apenas 2 artigos®®?®),
realizaram a randomizacao, entretanto, sem descrever detalhes do processo de
selecdo. Sabe-se da importancia deste meio em um estudo experimental, tendo
como objetivo reduzir o viés de selecdo. Dessa forma, evitaria uma
interferéncia direta da genética numa ninhada no resultado, podendo alcancgar
um valor superestimado ou subestimado. Nenhum dos artigos foi relatado,
avaliacao cega dos dados, o que ajudaria a controlar o viés de mensuracgao,
porém, devido a caracteristica de intervencdo dos estudos incluidos nao foi
possivel esta pratica, analise estatistica foi adequada para os 4 artigos©>26:27:28)
investigados (Tabela 1).

As evidéncias cientificas disponiveis se mostraram divergentes quanto a

2526.27) tilizaram ratos

linhagem dos animais escolhidos. Cerca de 3 trabalhos'
da linhagem Zucker, uma mutacdo autossémica recessiva no cromossomo 5
(Leprfa), gene receptor da leptina, com fémeas (Moriguchi et al., 1998)®° e

machos (Teixeira de Lemos et al., 2009 e Martin-Cordero et al., 2009)%?¢27),

Apenas um contemplou a linhagem Wistar, Yamashita et al, (2010)®®,
induzindo obesidade por meio dietético (Tabela 2). Todavia, ndo se tem
definido na literatura qual seria a linhagem de animal mais adequada para o

estudo dos efeitos do treinamento fisico sobre os parametros imunolégicos.
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Havendo, portanto, uma necessidade de uma metodologia mais rigorosa para
esta definigcao.

Controvérsias acerca de trés trabalhos®>227

) sobre a linhagem dos
animais. Segundo Moriguchi et al., (1998) %, a linhagem Zucker seria 0 modelo
adequado para investigar os efeitos da obesidade sobre o sistema imunolégico,
jA que possuem aumento no peso corpéreo e hiperlipidemia, mas
concentracdes de glicose no plasma normais, o que demonstraria que 0s
animais nao possuiam sindrome metabdlica e eram normais. Entretanto,
Teixeira de Lemos et al., 2009 e Martin-Cordero et al., 2009)?®2") relataram
que a linhagem Zucker possui caracteristicas metabélicas em comum com o0s
humanos: obesidade associada a diabetes tipo Il, tais como resisténcia a
insulina, hiperlipemia, hipercolesterolemia e hiperinsulinemia, um indicativo da
sindrome metabdlica (SM).

No que se refere aos parametros de freqiéncia, duragéao e intensidade
do treinamento fisico dos modelos experimentais, os estudos incluidos nesta
revisdo nao relataram uniformidade entre os protocolos de treino fisico aerdbio
seja intensidade e duracdo (Tabela 2). Quanto a freqiéncia, trés

2527.28) raalizaram 5 dias/semana o treinamento e a modalidade, foi a

trabalhos!
mesma, esteira. Entretanto, protocolo distinto foi realizado em outro trabalho
20 3dias/semana e a natagdo foi aplicada. O que denota a heterogeneidade
entre os estudos e interfere na sua reprodutibilidade, ja que nenhum protocolo
validado da literatura foi utilizado. Apenas um estudo, o mais recente de
Yamashita et al. (2010)®®, mensurou o consumo de oxigénio (55% VOamax)
para a intensidade, validando seu protocolo como treinamento moderado.

Em relacdo ao tecido alvo estudado, diferentes regides do organismo:
bago, sangue, peritdnio e tecido branco adiposo foram investigados®26:27:28),
logo, diferentes técnicas para extracdo dos dados foram aplicadas. Entretanto,

(2527) preconizam a aquisicdo dos linfécitos e macréfagos, ou

alguns autores
citocinas plasmaticas®®, enquanto que Yamashita et al., (2010) ), priorizou
os adipécitos (Tabela 2). Vale ressaltar que ha uma modulagéo na distribuicao
sistémica das células imunes decorrente do exercicio em diversos tipos de

tecidos!"”.
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Os achados acerca da influéncia do exercicio foram heterogéneos entre
os estudos. Treinamento isolado em esteira promoveu reducdo na atividade
das células NK e da resposta mitdgena dos esplendcitos®. Este mesmo autor
observou aumento na expressao do transportador de glicose (GLUT-1), que
dispbe energia aos linfocitos. Ja na modalidade de natagdo, houve uma
diminui¢do significativa nas citocinas do sangue, IL-6 e TNFa por Teixeira de
Lemos et al, (2009)?® o que denota melhoria dos mecanismos
antiinflamatérios decorrentes do exercicio (Tabela 4).

Com 0 mesmo modelo animal dos estudos supracitados®2® Martin-
Cordero et al, (2009)®” utilizou o treino moderado associado ao agudo, porém
nao houve alteragdes significativas no nimero de macrofagos peritoneais e
concentracao de IL-1 e TFNa, somente quando estimulados por LPS, e no
exercicio agudo, apenas um aumento no IL-1 nos ratos obesos. Contudo,
apenas Yamashita et al., (2010)®®, utilizou ratos Wistar em seu trabalho, mas
os achados foram similares aos de Teixeira de Lemos et al., (2009) ®®, reducéo
significativa nos niveis de IL-6 e TNFa, s6 que no tecido adiposo branco
(Tabela 4).

Houve consenso entre trés estudos®-27:28

) quanto ao exercicio ser uma
ferramenta valida como mecanismo antiinflamatério. O treinamento fisico
cronico pode melhorar a resposta imune mediada em animais com diabetes

(28) " Entretanto,

tipo 2, impedindo o desenvolvimento de inflamagédo crénica
artigo de Martin-Cordero, et al.,(2009)?” observou a importancia de intensidade
e duragao apropriada do exercicio como uma ferramenta antiinflamatoéria.
Estudo de Moriguchi et al., (1998)?°, apenas relatou a melhora no transporte
de glicose dos linfécitos, e Yamashita et al.,(2010)*®® n&o denotou incremento
no mecanismo antiinflamatério associado a restricdo de energia nos animais

(Tabela 4).
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CONSIDERACOES FINAIS

Constatamos na presente revisao sistematica que nao ha um consenso
na literatura em relagdo ao método de treinamento fisico ideal para restaurar os
parametros imunoldgicos destes animais obesos, o que dificulta um resultado
homogéneo deste tipo de intervencdo. Mas, de forma geral, a aplicacdo do
treinamento fisico aerdbio mostrou-se benéfica na resposta antiinflamatéria do
organismo no animal. Protocolos de treino diferentes podem alterar a resposta
imune. Nao ha evidéncia suficiente para dar suporte e relatar quais parametros
imunes sao 0s mais susceptiveis a tais alteracées, devido A heterogeneidade e
baixa qualidade metodolégica destes estudos. Dessa forma, sugere-se a
realizacdo de mais evidéncias acerca deste tema.
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Tabela 1. Avaliacao da qualidade metodol6gica dos estudos incluidos.

Autores/ ano/pais

Randomizacéao

Cegamento dos

resultados

Analise Estatistica

MORIGUCHI et al., 1998.
JAPAO (16)

TEIXEIRA DE LEMOS et al., 2009
(PORTUGAL)

MARTIN-CORDERO et al., 2009.
ESPANHA

YAMASHITA et al., 2010.

BRASIL

Nao relatada

Relatada

Nao relatada

Relatada

Nao relatado

Nao relatada

Nao relatado.

Nao relatado

Adequada

Adequada

Adequada

Adequada
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Tabela 2. Caracteristicas dos estudos elegiveis em ordem cronolégica.

42

Autores/ ano/pais Modelo Animal Idade do Animal Treino
Ratos Zucker
MORIGUCHI et al., obesos
1998. (fémeas) Esteira
JAPAO 60- 365 dias
Obesidade genética
TEIXEIRA DE Ratos Zucker
LEMOS et al., 2009 obesos Natacao
PORTUGAL (machos) 42 — 120 dias
Obesidade genética
Ratos Zucker 60 — 180 dias Esteira
MARTIN- obesos
CORDERO et al., (machos)
2009.
ESPANHA Obesidade genética
YAMASHITA et al.,
2010. Ratos Wistar 105 - 175 dias Esteira
(machos)
BRASIL

Obesidade dietética

Intensidade
Frequéncia/
Duracéo
Série de 8%: 3
sessodes de 15 min a
veloc.:15 m / min,
descanso de 5 min.
Bdias/semana;
40 semanas.

1h/dia;3d/semana;11
semanas.

Moderado:

25 cm/s p 10 min a
35cm/s p 35 min;
5dias/semana;
14 semanas.

Agudo:
1sessdo: 35 cm/s p
35 min.

55% VOy;
60 min/dia;

5 dias/semana;
10 semanas.

Tecido alvo

Linfocitos do bago
(esplendcitos)

Sangue e pancreas

Macréfagos e
linfocitos (peritdnio)

Tecido adiposo
branco - Adipécitos

Parametro Imune
Avaliado

Células Natura-
Killers (NK) e
GLUTA1.

IL-6, IL-10 e TNFa.

IL-1 e IFNY

IL-6, IL-10 e TNFa.

GLUT-1: transportador de glicose-1; NK: células natural-killer; IL-6: interleucina-6;; IL-10: interleucina-10; TNFa: fator de necrose tumoral alfa; IFNy: Interferon

Gama.
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Tabela 3. Delineamento Experimental dos estudos incluidos.

Manejo laboratorial

Autores/ ano/pais Tamanho do Grupo Temperatura/Umidade Luz Nutricdo/Agua
MORIGUCHI et al., 1998. + +/- + ++
JAPAO
+/+
TEIXEIRA DE LEMOS et al., + + +/+
2009.
PORTUGAL
+ -/-
MARTIN-CORDERO et al., + +/+
2009.
ESPANHA
+ +/+ + +/+
YAMASHITA et al., 2010.
BRASIL
4 2 4 8
TOTAL

(+): relatada; (-): ndo relatada.



Tabela 4. Objetivos, resultados e conclusées dos estudos incluidos.

Autores/Ano/Pais

Objetivos

Resultados

Conclusoes

MORIGUCHI et al., 1998.
JAPAO

TEIXEIRA DE LEMOS et al., 2009.

PORTUGAL

MARTIN-CORDERO et al., 2009.
ESPANHA

YAMASHITA et al., 2010.
BRASIL

Investigar se o treinamento
fisico incrementa a funcéo
celular e melhora a
expressao de GLUT-1 em
linfécitos do bago

Avaliar o efeito do exercicio
sobre os niveis plasmaticos
de citocinas pré-
inflamatdrias e acido Urico

Verificar se o exercicio
moderado e 0 agudo
melhoram os parametros de
resposta inflamatéria em
disturbios associados a SM.
Analisar os efeitos do
treinamento aerdbio e/ou
restricdo de energia em
niveis de adipocinas no
tecido adiposo branco

TF diminuiu a
resposta mitdgena de linfécitos
esplénicos em ratos obesos

(p<0,01), aumentou a expressédo da

GLUT-1;

TF reduziu a atividade das células

NK de esplendcitos (p<0,05)

EF reduziu a concentracéo
de IL-6 (p<0,001) e TNFa
(p<0,05)

Macrofagos peritoneais: EF
moderado: ndo modificou a
concentracdo de IL-1f (p<0,01) e
IFNY

Aumento s6 com o LPS e EF agudo:

aumento de IL-18(p<0,01)

Reducéao nos niveis de IL-
6 E TNFa (p<0,05) e
adipocinas no tecido
adiposo mesentérico

TF reduz a atividade das células
NK e resposta mitégena de
linfécitos do bagco € melhora a
expressao da GLUT-1 nos
linfocitos.

Exercicio aerébico impede o
desenvolvimento de inflamacéao
crdnica associada a T2D em
pancreas de ratos obesos

Exercicio com duracao e
intensidade apropriada é uma
ferramenta antiinflamatoria.

TF e restricao de energia nao
promoveram maior efeito
antiinflamatorio no tecido

44

GLUT-1: transportador de glicose-1; TF: treinamento fisico; NK: células natural-killer; IL-6: interleucina-6; LPS: lipopolissacarideos; TNFa: fator de necrose

tumoral alfa; EF: exercicio fisico; T2D: diabetes tipo 2; IFNY: Interferon Gama.
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1.2 HIPOTESES

e A utilizacdo da dieta hiperlipidica em ratas jovens durante 12 semanas
promove aumento da massa de gordura, com consequente aumento no
peso corporal, levando a obesidade e alteracdes nos parametros:

» Somaticos: aumento no comprimento naso-anal abdominal e
indice de massa corpérea;

» Imunes: reducdo na capacidade microbicida e fagocitica de
macrofagos alveolares; Menor Vviabilidade das células e
adesividade.

e O treinamento fisico moderado atua na reversdao do fendtipo de
sobrepeso/ obesidade induzido pela dieta e otimiza a capacidade das

células de defesa (macréfagos).

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a repercussédo do treinamento fisico moderado nos parametros
murinométricos e imunolégicos em ratas, submetidas ou ndo, a uma dieta

hiperlipidica.

1.3.2 Objetivos especificos

e Analisar alteragdes murinométricas nos animais;

e Avaliar a série branca do sangue periférico;

e Analisar a taxa de fagocitose em macréfagos alveolares;
e Avaliar o indice de aderéncia de macrofagos alveolares;
e Quantificar a produgéo de 6xido nitrico;

e Analisar a viabilidade celular de macréfagos alveolares.
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CAPITULO 2
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2.MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Wistar (n=32), provenientes
da colbénia do Departamento de Nutricdo, e instaladas no departamento de
Anatomia, num biotério de ciclo claro-escuro da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram mantidos em um ambiente com temperatura de
22 + 2°C, num ciclo invertido de luz (18:00 as 06:00h) e escuriddo (06:00 as
18:00h) constante. Matrizes com idade de 120 dias foram colocadas para
acasalar (2 fémeas /1 macho), fazendo-se o diagnéstico de gravidez através da
afericao a cada 3 dias do peso corporal. Confirmado o estado de gestacao, as
ratas foram separadas dos machos e alojadas individualmente em gaiolas-
maternidade.

Um dia apdés o nascimento, 0s neonatos eram separados das
respectivas maes para serem pesados e selecionados. Foram escolhidas
fémeas com peso entre 6,0 e 8,0 g, sendo sacrificadas ratas abaixo ou acima
destes referidos limites de peso. Os animais foram amamentados durante os
primeiros 21 dias pds-natais (periodo de aleitamento). A partir do 21° dia de
vida os filhotes foram separados das maes (desmame), ficando em gaiolas
conjuntas (n=8 por gaiola) até o final dos experimentos. Durante todo o
experimento, 0s animais tiveram acesso a racao e agua filtrada ad libitium.

O projeto seguiu as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité De Etica Em
Experimentacdo Animal CEEA — UFPE, processo n°23076.020153/2010-75.

2.2 Manipulacao Nutricional

Inicialmente, os animais foram separados em dois grupos quanto ao
regime dietético: Grupo Controle (GC) n=16 e Grupo Obeso (GO) n=16.
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Grupo Controle (GC): Estes receberam dieta padrao do biotério Labina® -
Purina Brasil, contendo (23% de proteinas) ad libitum. Esta dieta contém
358,48% calorias e 4,24 % de lipidios. Tabela 1.

TABELA 1. Composi¢cdo centesimal da dieta padrdo LABINA utilizada na

alimentacao dos animais.

NUTRIENTES/ CALORIAS LABINA*(%)
Proteinas 23,27
Lipidios 4,24
Carboidratos 56,81
Cinzas 6,60
Fibras 8,00
Valor energético 3,58
(cal) / 100g

*Fonte: Laboratério de Experimentacdo e Andlise de Alimentos, LEEAL-
DN/UFPE.

Grupo Obeso (GO): A inducdo da obesidade nos animais ocorreu apds o
desmame, até o final do protocolo de treinamento fisico, durante 12 semanas,
através de uma dieta hiperlipidica, uma mistura (normoprotéica e hiperlipidica),
descrita e utilizada por Estadella et al. (2004). Ela possui como ingredientes
racdo LABINA ®, amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito maisena, na
proporcao 3:2:2:1 respectivamente. A mistura foi oferecida em forma de pelets
e contém 480,84% calorias (Figura 2).
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TABELA 2- Composicao centesimal da dieta hiperlipidica/hipercalérica
utilizada na alimentag¢do dos animais.

NUTRIENTES/ CALORIAS DIETA*(%)
Proteinas 17,93
Lipidios 24,50
Carboidratos 47,18
Cinzas 3,62
Umidade e 6,77
substancias volateis
Valor energético 4,80
(cal) / 100g

*Fonte: Laboratério de Experimentacdo e Anadlise de Alimentos, LEAAL-
DN/UFPE, 2008. Melo, 2010.

—— . % 7__—#
Figura 2 — Etapas de confeccdao da dieta hiperlipidica/hipercalérica.

Fonte: MELO (2010).

2.3 Protocolo de Treinamento Fisico Moderado

Aos 60 dias de idade, os animais foram subdivididos em 4 grupos:
Controle-sedentario (CS) (n=8); Controle-treinado (CT) (n=8); Obeso-
sedentario (OS) (n=8); Obeso-treinado (OT) (n=8) (Figura 3). Os animais do
grupo treinado foram submetidos a um treinamento fisico moderado de
natacdo, adaptado de Nascimento et al., (2004), que seguiu o protocolo
experimental de 6 semanas, 5dias/ semana e 45 min/dia. Ja os animais dos
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grupos sedentarios (CS e OS) foram submetidos a um estresse aquatico, que
consiste em animais dentro de uma gaiola com agua com aproximadamente 5
cm de profundidade, no mesmo periodo (semanas, dias e tempo) dos
treinados. Para controle do estresse térmico, todos os animais apés sairem da
agua, permaneceram por cerca de cinco a oito minutos em cémara de

aquecimento.

Grupos

Cxperimentais

Grupo
Controle

Grupo Obeso

Figura 3: Fluxograma dos grupos experimentais (n=32), mediante estado

nutricional e treinamento. . GRUPOS: CS — Controle Sedentéario; CT — Controle
Treinado; OS — Obeso Sedentario; OT — Obeso Treinado. Todos os grupos

apresentaram n de 08 animais.

2.4. Delineamento Experimental

2.4.1 Avaliacao do ganho ponderal

O peso corporal dos animais foi aferido apés o desmame, até a fase
adulta, intervalos de 10 dias entre as afericdes, até o final do treinamento fisico.
Para isso, utilizamos uma balanga eletrénica digital com capacidade para 4 Kg
(Marte, modelo S-000).

2.4.2 Avaliacoes Murinométricas

Foi realizada a mensuragéo do comprimento naso-anal, indice de massa

corporal (IMC) e indice de Lee, aos 60, 80 e 100 dias de idade, conforme
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descrito por Novelli et al., 2007. Para o IMC, partimos da relagéo entre peso
corporal (g)/comprimento naso-anal (cm?), o indice de Lee, pela férmula: raiz
cubica do peso corporal (g) /eixo longitudinal do corpo (cm). Valores acima de
0,3 predizem obesidade. Os animais foram devidamente anestesiados para o
procedimento do comprimento naso-anal, com medidas realizadas em papel

milimetrado.

2.4.3 Analise das células sangue periférico

Amostras sanguineas
Para coleta de amostras sanglineas, os animais dos diferentes grupos ao

inicio e final do protocolo de treinamento fisico foram previamente
anestesiados. A aliquota de sangue (1ml), foi obtida realizando-se um pequeno
corte com bisturi na extremidade da cauda do animal e depositado em tubo de
5ml com uma gota (20 ul) de Acido Etileno Diamino Tetra Acético a 3% - EDTA.
Foi obtida a contagem da série branca: leucécitos totais e diferenciais. Os
dados foram processados pelo laboratério do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (ULAB- HC- UFPE).

Niveis de lactato

Ao inicio e imediatamente apds o treino fisico, o lactato foi coletado em
semanas intervaladas (22, 4° e 6° semanas), amostras de sangue foram obtidas
por uma pequena incisdo na cauda do animal e depositadas em fitas de

lactimeros, em aparelho da Accutrend Lactato® Roche.

3. Analise Dos Parametros Imunoldgicos

Ao fim do periodo de treinamento fisico (24 horas apdés ultima sessao de
treino), todos os animais foram anestesiados (urethane a 12,5% e cloralose a
0,5%) e sacrificados para coleta de macrofagos bronco-alveolares. Todos os
procedimentos foram realizados na microbiologia do laboratério de
imunopatologia Keizo Asami (LIKA).
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3.1 Anadlise dos macrofagos do lavado bronco-alveolar (LBA)

3.1.10btencao do LBA

O LBA foi obtido de acordo com a técnica usada por De Castro et al.,
(1997). Sob anestesia, o animal foi submetido a um procedimento cirurgico
(traqueostomia) para exposicao da traquéia. O LBA era realizado, por injecao
de soro fisiolégico (SF) a temperatura ambiente, através de cénula plastica
inserida na traquéia. Pela traquéia, varias aliquotas de 3 ml de SF foram
injetadas e aspiradas. Ao final, foi obtido um volume de 30 ml de LBA por cada

animal (figura 4).

Figura 4 — Procedimentos de traqueostomia (1), aliquotas de LBA (2), LBA
coletado (3), LBA apés centrifugacao (4). Fonte: MELO, 2010, foto 3 e 4,

respectivamente.

3.2 Obtencao de células para cultura de macréfagos alveolares

O procedimento com os macréfagos foi realizado em capela de fluxo
laminar objetivando nao contaminar as culturas de células. O LBA foi
centrifugado (15 min, a 1500 rpm) e as células foram recuperadas e contadas
do precipitado. A contagem foi realizada em Camara de Neubauer, com o
corante azul tripan a 0.05%. O precipitado de células obtido do centrifugado do
LBA foi ressuspendido em um meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB)
suplementado com soro fetal bovino inativado (3%; CULTILAB), penicilina
(100U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) e anfotericina B (0.25 mg/ml) (SIGMA)
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em uma densidade de 1x10° células/ml e foram colocados em placa com pogos
de 35 mm de diametro para cultura de tecido (1ml/poco, 6 pocos; Falcon). Para
adesao, as células foram mantidas na placa por 1h a 37°C em atmosfera imida
contendo 5% CO,. As células ndo aderentes eram descartadas.
Posteriormente, as células aderentes a placa foram incubadas por mais 1 h em
meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com antibi6ticos e sem soro fetal

bovino.

3.3 Estudo da taxa de fagocitose

A técnica utilizada para obtencao e estudo da taxa de fagocitose baseou-se
no trabalho de Malaguefio et al. (1998).

3.4 Taxa de fagocitose em macrofagos

Na sequéncia, foram utilizados fungos (Saccharomyces cerevisae) para
o estudo da fagocitose. Os fungos foram lavados duas vezes com Solucao
tampao de fosfato (PBS) a 0,01M; contados 10’ células em 200uL de PBS e
em seguida foram adicionados a suspensado de macroéfagos (800uL de RPMI
1640, com 1x10° células). Os fungos e os macréfagos juntos fizeram um
volume final de 1mL (figura 5). As células (macrofagos e fungos) foram
distribuidas em laminas para microscopia Optica e incubados a 37°C, em
atmosfera umida por um periodo de 1 hora. Apds este periodo as laminas
foram lavadas com SST e secadas a temperatura ambiente. Para a coloracao,
foi utilizado o kit Panético Rapido. As laminas foram lidas ao microscépio
Optico, com objetiva de 100 sob imerséo. A taxa foi obtida como percentual de
macréfagos que englobaram fungo em uma contagem total de 100 células.
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Figura 5 — Preparo do fungo para a taxa de fagocitose. Fonte: MELO
(2010).

3.5 Avaliacao do indice de adesividade (I1A)

Aliquotas do sobrenadante contendo células ndo aderentes, apos a primeira
hora da cultura, foram adicionadas ao corante azul Tripan e levadas para
contagem das células em hemocitémetro. O IA foi calculado através da férmula
descrita por De La Fuente (1991). IA = 100 — células nao aderidas/mL divididas
por n.%inicial de células/ml x 100.

3.6 Producao de oxido nitrico por macrofagos alveolares

Uma vez a adesao ocorrida na placa de cultivo, cada poco foi aspirado e
lavado com 1mL de solucao salina a 0,9%. As placas de cultura retornaram a
estufa para posteriores leituras em espectrofotbmetro, com 24 horas. A
concentragao de nitrito/nitrato, medida indireta da sintese de NO, foi calculada
pela média de uma curva padrao e os dados foram expressos em uM/ mL de
nitrito/nitrato.

Para efetuar a dosagem de 6xido nitrico através da quantificagdo dos
niveis de nitrito e nitrato das amostras foi necessario realizar uma curva
padrao. Para a construcao desta, foram utilizados reagentes a base da solugéao
de Nitrato de sédio NaNO,) 1mM de Solucdo Padrdo, meio de cultura RPMI
1640 e reagente de Griess, pelo método de Ding (1998), em volumes pré-
estabelecidos.

Construcao da curva padrao

Quantidades crescentes da solugdo padrao foram adicionadas ao RPMI
1640 para se obter oito (08) solucdes de diferentes concentragdes. O quadro 1
descreve as quantidades pré-estabelecidas.
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QUADRO 1 — Construcao de curva padrao para dosagem de éxido nitrico.

Solucao padrao de nitrito | Meio de cultura
de s6dio a TmM (pL) RPMI 1640 (pL)

0 1000

2 998

5 995

10 990

25 975

50 950

75 925

100 900

Processo de revelacao da curva padrao e das amostras

A confeccdo da curva padrdao (QUADRO 1) ocorreu nos momentos das
coletas das amostras, e as leituras tanto das amostras quanto da curva padréao
eram efetuadas apdés o periodo de incubacdo de 24 horas. Para o
procedimento das leituras, em espectrofotdmetro, foi utilizado um comprimento
de onda de 550 nm (Figura 6). Em seguida, retirados 100uL de cada solucao
da curva padrdo e a mesma quantidade de amostras dos sobrenadantes das
culturas de células e misturados a 100uL da solucao de revelagao, para entéo,
apds 10 minutos ser realizada a leitura. No grupo controle as células nao
receberam tratamento com o LPS. Neste grupo houve apenas 100uL de RPMI
1640 e 100pL solucao de revelagéo.

Figura 6: placa de leitura e espectrofotometro.

A determinacdo espectrofotométrica dos niveis de nitrito e nitrato da

curva padrao, assim como daqueles liberados nas amostras experimentais
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foram registradas em absorbancia. A partir da determinacdo dos valores da
curva padrao foi possivel converter os valores de todas as amostras e assim
determinar a quantidade de nitrito e nitrato liberados pelas células dos animais
dos diferentes grupos.

3.7 Viabilidade Celular (MTT TEST)

A viabilidade celular foi avaliada pela reducao mitocondrial do 3-[4,5-
dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide thiazolyl (MTT), a cristais
de formazan, pelo reconhecimento dos niveis de atividade mitocondrial, de
acordo com o método de Akao et al., 1995.

Depois de recolhido o sobrenadante dos cultivos celulares, para a
medida de nitritos, as células foram incubadas com MTT (O,5 mg /ml) 200ul por
poco durante 60 minutos a 37°C. Depois deste periodo foi retirado o meio e se
adicionou o solvente orgénico, dimetil-sulfoxido (DMSQO) +etanol (1:1) 200ul
(podiam ser utilizadas outras combinag¢des de solventes). O sobrenadante foi
removido das placas de cultivo e posto em uma placa de ELISA onde a
absorbancia foi lida em espectrofotometro de 550nm.

3.8 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 15,0. Conforme a normalidade dos
dados (Kolmogorov-Smirnov), foi empregada a Andlise de Variancia (ANOVA
one way), na comparacao entre os diferentes grupos, para os dados
paramétricos. Quando a ANOVA revelou a existéncia de diferenga significativa,
foi utilizado o Teste de Tukey, a fim de identificar que grupos diferiram entre si.
A significancia estatistica considerada foi p < 0,05 em todos os casos.
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ngsrgsnggte estudo teve como objetivo investigar as alteragdes imunolégicas que possam ter relagdo com
a obesidade e com o treinamento fisico moderado e suas repercussdes. Foram utilizadas ratas Wistar
fémeas que apds o 21° dia pds- natal foram divididas em dois grupos, segundo o regime dietético
empregado: Grupo Controle (GC) (n=16) e Grupo Obeso (GO) (n=16). Aos 60° dias pds- natal, metade
dos animais de cada grupo foi submetida ao treinamento fisico. Ao término do protocolo de treino fisico,
apds 24 horas, os animais foram anestesiados e submetidos ao procedimento cirlrgico de traqueostomia
para analise do sistema imune. Foram efetuados os seguintes estudos: coleta e andlise das células dos
macréfagos alveolares. In vitro: Cultura dos macréfagos foi avaliada: taxa de fagocitose, indice de
aderéncia e producdo de 6xido nitrico. Observou-se aumento no peso corpéreo e gordura visceral em
animais submetidos a dieta hipercalérica e redugdo da mesma quando treinados. Verificou-se maior taxa
de fagocitose, indice de adesividade e produgdo do éxido nitrico nos animais treinados. Em suma, a
natacdo reverteu o fenétipo de sobrepeso promovido pela dieta hiperlipidica e atenuou os efeitos desta no

sistema imunolégico, melhorando a resposta imune dos macréfagos.

Palavras- chave: dieta hiperlipidica; exercicio fisico; imunidade; macrofagos alveolares.
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ABSTRACT

The present study aimed to investigate the immunological changes that may be related to obesity and
physical training and its repercussions. Female Wistar rats were used that after the 21th postnatal day
were divided into two groups according to the dietary regimen used: Control Group (CG) (n = 16) and
obese group (OG) (n = 16). At the 60th postnatal days, half the animals in each group was subjected to
physical training. At the end of the protocol of physical training, after 24 hours the animals were
anesthetized and underwent the surgical procedure of tracheotomy for analysis of the immune system. We
performed the following studies: collection and analysis of cells from alveolar macrophages. In vitro:
Culture of macrophages was evaluated: phagocytosis rate, index of adhesion and nitric oxide production.
An increase in body weight and visceral fat in animals subjected to caloric diet and reduce it when trained.
A higher rate of phagocytosis, an index of adhesiveness and nitric oxide production in trained animals. In
short, swimming reversed the phenotype of overweight promoted by high fat diet and attenuated the
effects of the immune system, improving the immune response of macrophages.

Keywords: fat diet; exercise; immunity; alveolar macrophages.

INTRODUGAO

Evidéncias na literatura sugerem ser a obesidade uma doenga cronica
inflamatéria [1]. Sua etiologia € um processo multifatorial que envolve aspectos
ambientais e genéticos [2], decorrente de mudangas dos habitos de vida, tais como,
alimentagdo inadequada e sedentarismo. Para o estudo experimental do
sobrepeso/obesidade, diferentes metodologias podem ser empregadas, sendo a
indugéo pela dieta a mais utilizada [2,3,4,5]. Estudo com animais submetidos a dieta
hiperlipidica relata aumento na adiposidade, intolerancia a glicose, além de inflamagao
[6]. Foram observados também linfopenia e menor resposta mitégena dos esplendcitos
[7].

Segundo Kretschmer et al. [8] ha intima associacdo entre adiposidade
abdominal e hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, os quais podem estar relacionados
a alteracbes em varios aspectos imunoldgicos [9]. Aumento de gordura corporal
promoveu uma maior contangem de leucdcitos, mondécitos e neutréfilos circulantes [10]
indicando alteracdo na imunidade. Contudo, o exercicio fisico é também outro fator
que altera o sistema imune, dependente da duracdo, freqiéncia e intensidade do
esforco [11,12]. Os mecanismos associados a alteragdes imunolégicas séao
multifatoriais e correlacionam com diversos sistemas, enddcrino ou nervoso [12].

A relagéo entre exercicio fisico e saude vem se consolidando nos ultimos anos.

Diversos trabalhos relacionando seus efeitos sobre as fungdes do sistema imunoldgico
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[10,11,13,15]. HA mesmo um consenso que o treinamento fisico protege contra alguns
tipos de infecdes e cancer [13,16,17]. Em humanos, exercicio fisico moderado
aumentou a resisténcia a infecgdes respiratérias do trato superior (ITRS), em mulheres
submetidas a caminhada [18]. O que confere ao exercicio aerébio um potencial
antiinflamatério [13]. Estas alteragbes imunolégicas ocorrem em diversos
compartimentos do organismo, tais como, pele, tecido da mucosa do trato respiratorio
superior, musculo, sangue e periténio [20].

Os macrofagos sao sensiveis aos efeitos do estresse via receptores para
glicocorticoides [22], além de secretarem citocinas que irdo agir em 6érgaos
neuroendécrinos [23]. Os macréfagos sdao mediadores da resposta imune inata e
agem como primeira linha de defesa contra os microorganismos [24]. S&o ativados
durante uma resposta inflamatéria, a partir de patdégenos ou citocinas e liberam
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como o oOxido nitrico (ON), que é
responsavel pela defesa local dos pulmdes [25] e tem agado microbicida e tumoricida in
vitro [26].Estudos relacionando exercicio e producdo de Oxido nitrico (ON) na
imunidade sao recentes na literatura [14,26].

Nas ultimas décadas, houve um crescimento consideravel da obesidade no
sexo feminino [27], seja entre mulheres jovens em paises europeus [28], ou
brasileiras, por alta ingestédo de lipidios [29]. Levando a um aumento na publicacédo de
estudos relacionados a esta populacado [10,29,30]. Neste contexto, a indugédo da
obesidade por meio de uma dieta palatavel apés o desmame associada a pratica de
treinamento fisico parece ser de interesse. Diante do exposto, este estudo se propds a
avaliar a evolucdo ponderal e a influéncia nos parametros imunologicos de ratas
submetidas a dieta hiperlipidica e que foram submetidas ao treinamento fisico
moderado de natagao.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

ANIMAIS

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Wistar (n=32), provenientes da
colbnia do Departamento de Nutricdo, num biotério de ciclo claro-escuro invertido da
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Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em um ambiente
com temperatura de 22 + 2°C, num ciclo de luz (18:00 as 06:00h) e escuridao (06:00
as 18:00h) constante. Durante todo o experimento, os animais tiveram acesso a ragao
e agua filtrada ad libitium. O projeto seguiu as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité De Etica Em
Experimentacdo Animal CEEA — UFPE, processo n°23076.020153/2010-75.

MANIPULAGAO NUTRICIONAL

Inicialmente, os animais foram separados em dois grupos quanto ao regime
dietético: Grupo Controle (GC) n=16 e Grupo Obeso (GO) n=16. Grupo Controle
(GC): Estes receberam dieta padréo do biotério Labina®- Purina Brasil, contendo (23%
de proteinas) ad libitum. Esta dieta contém um valor energético de 3,58 cal/100g.
Grupo Obeso (GO): A inducao da obesidade nos animais ocorreu apos o desmame,
até o final do protocolo de treinamento fisico, por 12 semanas de administracao,
através de uma dieta hiperlipidica, descrita e utilizada por Estadella et al. [05]. A

mistura foi oferecida em forma de pelets e valor energético de 4,80 calorias/100g.

TREINAMENTO FiSICO

Aos 60 dias de idade, os animais foram subdivididos em 4 grupos: Controle-
Sedentério (CS) (n=8); Controle-Treinado (CT) (n=8); Obeso-Sedentario (HO) (n=8);
Obeso-Treinado (OT) (n=8) (Figura 3). Os animais do grupo treinado foram
submetidos a um treinamento fisico moderado de natacdo. Adaptado de Nascimento
et al. [15] que seguiu o protocolo experimental de 6 semanas, 5dias/ semana e 45
min/dia. Ja os animais dos grupos sedentarios foram submetidos a um estresse
aquatico no mesmo periodo (semanas, dias e tempo) dos treinados. Para controle do
estresse térmico, todos os animais apds sairem da agua, permaneceram por cerca de

cinco a oito minutos em camara de aquecimento.

PESO CORPORAL E iNDICE DE MASSA CORPORAL

Foi realizada a mensuragdo do comprimento naso-anal, e indice de massa

corporal (IMC), aos 100 dias de idade, conforme descrito por Novelli et al. [31].
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Utilizou-se a relacdo para o IMC do peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm?)
[81]. Os animais foram devidamente anestesiados para o procedimento do

comprimento naso-anal, com medidas realizadas em papel milimetrado.

AVALIACAO DA GORDURA VISCERAL

Os animais foram eutanasiados aos 105 dias pés-natal. Foi utilizada uma
mistura dos anestésicos cloralose e urethane, em concentragdes respectivas de 0,5 e
12,5%, via intraperitoneal, na proporcdo de 1mL/100g de peso corporal. Apds
procedimento de aquisicdo das células imunes, foi realizada uma incisdo na regiao
abdominal, onde os érgaos foram retirados e a gordura visceral separada e pesada em
balanga eletrénica Marte (ASF11).

AVALIACAO DO LACTATO SANGUINEO

Ao inicio e imediatamente apés o treino fisico, o lactato foi coletado em
semanas intervaladas (2°%, 4° e 6° semanas), amostras de sangue foram obtidas por
uma pequena incisdo na cauda do animal e depositadas em fitas de lactimeros, em

aparelho da Accutrend Lactato® Roche.

ANALISE DO SISTEMA IMUNE

CELULAS DO SANGUE PERIFERICO

Foi coletada ao final do protocolo de treinamento fisico (24horas apos a ultima
sessao de exercicio) uma pequena aliquota de sangue (1 ml) da cauda dos animais,
devidamente anestesiados, para contagem total e diferencial de leucécitos do sangue.
O sangue foi depositado em tubo de 5 ml previamente acrescido de uma gota (20 pl)
do anticoagulante Acido Etileno Diamino Tetra Acético a 3% - EDTA. Utilizou-se o
hemocitdmetro do laboratério do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (ULAB- HC- UFPE).
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OBTENCAO DE CELULAS DO LAVADO BRONCO-ALVEOLAR (LBA)

Para obtengédo do LBA, utilizou-se um procedimento cirdrgico (traqueostomia),
para aquisicdo de aliquotas de lavado bronco alveolar de cada animal [32]. Varias
aliquotas de solugéo fisiolégica foram injetadas e aspiradas na traqueia e o material
recolhido (LBA) foi depositado em tubo estéril.

CULTURA DE MACROFAGOS ALVEOLARES

O LBA foi centrifugado (15 min, a 1500 rpm) e as células foram recuperadas e
contadas do precipitado. Para a contagem foi realizada em Camara de Neubauer, com
o corante azul tripan a 0.05%. O precipitado de células obtido do centrifugado do LBA
foi ressuspendido em um meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) suplementado com
soro fetal bovino inativado (3%; CULTILAB), penicilina (100U/ml), estreptomicina (100
mg/ml) e anfotericina B (0.25 mg/ml) (SIGMA) em uma densidade de 1x10° células/ml
e foram colocados em placa com pogos de 35 mm de didmetro para cultura de tecido
(1ml/pogo, 6 pocgos; Falcon). Para o processo de adesao, as células foram mantidas
na placa por 1h a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% CO,. As células néo
aderentes eram descartadas. Posteriormente, as células aderentes a placa foram
incubadas por mais 1 h em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com antibiéticos

e sem soro fetal bovino.
TAXA DE FAGOCITOSE

Na sequéncia, foram utilizados fungos (Saccharomyces cerevisae) para avaliar
a taxa de fagocitose pelo método de Malaguefio et al. [33]. Os fungos foram lavados
duas vezes com Solucéo tampao de fosfato (PBS) a 0,01M; contados 107 células em
200uL de PBS e em seguida foram adicionados a suspensao de macréfagos (800uL
de RPMI 1640, com 1x10° células). Os fungos e os macréfagos juntos fizeram um
volume final de TmL. As células (macréfagos e fungos) foram distribuidas em laminas
para microscopia optica e incubados a 37°C, em atmosfera iumida por um periodo de 1
hora. Apds este periodo as laminas foram lavadas com SST e secadas a temperatura
ambiente. Para a coloragéao, foi utilizado o kit Panotico Rapido. As laminas foram lidas
ao microscopio Optico, com objetiva de 100 sob imersdo. A taxa foi obtida como
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percentual de macréfagos que englobaram fungo em uma contagem total de 100
células.

iNDICE DE ADESIVIDADE

Aliquotas do sobrenadante contendo células ndo aderentes, apds a primeira
hora da cultura, foram adicionadas ao corante azul Tripan e levadas para contagem
das células em hemocitdmetro. O |A foi calculado através da formula : IA = 100 —
células ndo aderidas/mL divididas por n.%inicial de células/ml x 100 [34].

PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO

Uma vez a adesdo ocorrida na placa de cultivo, cada poco foi aspirado e
lavado com 1mL de solugéo salina a 0,9%. As placas de cultura retornaram a estufa
para posteriores leituras em espectrofotdmetro, com 24 horas. Para efetuar a dosagem
de 6xido nitrico através da quantificacdo dos niveis de nitrito e nitrato das amostras foi
necessario realizar uma curva padrdo. Para a construgcdo desta foram utilizados
reagentes a base da solugcao de Nitrato de sédio (NaNO,) 1TmM de Solucao Padrao,
meio de cultura RPMI 1640 e reagente de Griess de acordo com a técnica de Ding,
[35] em volumes pré-estabelecidos. A concentragdo de nitrito/nitrato, medida indireta
da sintese de ON, foi calculada pela média de uma curva padrdao e os dados foram
expressos em pM/mL de nitrito/nitrato.

VIABILIDADE CELULAR (MTT TEST)

A viabilidade celular foi avaliada pela redugdo mitocondrial do MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide thiazolyl) a cristais de formazan,
pelo reconhecimento dos niveis de atividade mitocondrial, de acordo com o método de
Akao et al. [36]. Depois de recolhido o sobrenadante dos cultivos celulares, para a
medida de nitritos, as células foram incubadas com MTT (0,5 mg /ml), 200ul por pogo
de cultura, durante 60 minutos a 37°C. Apds este periodo foi retirado o meio e
adicionou-se o solvente orgénico, dimetil sulféxido (DMSQO) + etanol (1:1), 200ul. O
sobrenadante foi removido das placas de cultivo e postos em uma placa de ELISA e a
absorbancia foi lida em espectrofotdbmetro de 550nm.

ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados pelo programa estatistico software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 15,0. Conforme a normalidade dos dados
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(Kolmogorov-Smirnov), foi empregada a Andlise de Variancia (ANOVA one way), na
comparacao entre os diferentes grupos, para os dados paramétricos. Quando a
ANOVA revelou a existéncia de diferenca significativa, foi utilizado o Teste de Tukey, a
fim de identificar que grupos diferiram entre si. A significancia estatistica considerada
foi p < 0,05 em todos os casos.

RESULTADOS

Ao final de 12 semanas, o consumo de dieta hiperlipidica aumentou o peso
corporal, de forma significativa, além da gordura visceral no grupo obeso-sedentario
(OS) (p= 0,002), em comparagao com o grupo treinado (OT), e em relagao ao controle
sedentario (CS) (p= 0,000). Enquanto que o treino fisico reduziu o estoque de tecido
adiposo no OT (p= 0,002) em relagdo ao sedentario. Quanto ao indice de massa
corpérea (IMC), a dieta hiperlipidica aumentou de forma significativa no OS (p= 0,000)
comparado ao controle. Ao término do protocolo de treinamento fisico, o OT
apresentou reducdo no IMC, (p=0,005) em relacdo ao seu par sedentario. O
comprimento naso-anal (CNA) ndo demonstrou diferencas significativas entre os
grupos (Tabela 1).

Verificou-se alteragéo significativa dos valores dos linfécitos apenas entre os
grupos treinados, OT e CT (p=0,014) em comparacédo aos sedentarios. Com relagao
aos neutréfilos houve aumento no niumero absoluto entre OS e CS (p=0,021) pelo
efeito da dieta e redugéo entre OT em relagédo ao OS (p= 0,024), efeito do treinamento
fisico. Contudo, o nUmero de eosindfilos ndo obteve significancia na comparagao intra
e inter grupos. Os baséfilos apresentaram diferenca significante entre OS e OT
(p=0,042), OS e CS (p=0,002) e CS e CT (p= 0,015). Para os mondcitos, significancia
apenas entre o grupo OS e OT (p=0,024). Nao houve alteragéao significativa para os
demais grupos (Tabela 2).

O nivel de lactato obtido confirma que o exercicio foi moderado (CT £ 3,47 e
OT= 3,94), valores de referéncia (2- 4 mmmol). O estudo da taxa de fagocitose por
macréfagos alveolares do LBA foi determinado através do percentual de células
(macréfagos) que fagocitaram os fungos (Saccharomyces cerevisae). Os grupos
treinados apresentaram maiores valores e diferenca significante em relagdo aos seus
pares sedentarios, OT (52,29+0,94) em relagdo ao OS (46+0,58) (p= 0,002) e CT
(54,14+0,59) em comparagdao com CS (46,7+1,54), p=0,000. Para os demais grupos,
n&o houve diferencga significativa (Figura 1).
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Houve aumento no indice de adesividade em animais treinados, entretanto ndo
teve diferenca significativa entre os grupos, OS (91,9+2,7) em relagdo ao OT
(93,0£2,4) e CS (93,4+3,0) em relacao a CT (94,4+1,2) (Figura 2). A producédo de ON
in vitro em meio de cultura ndo - estimulado (&) foi maior para os grupos treinados, e
OT (p=0,000) em relagéo aos sedentarios. Entre os animais treinados, houve efeito da
dieta hiperlipidica (p=0,002). Para os demais ndo houve diferenca significativa. Em
meio de cultura estimulado por lipopolissacarideos (LPS), a producdo de ON foi maior
também para os grupos submetidos ao treino fisico, CT (p=0,014) e OT (p=0,000).
Para as demais comparac6es nao houve significancia (Tabela 3).

A viabilidade celular dos macréfagos alveolares em meio de cultura foi em

torno de 89% e nao houve diferenca significativa entre os grupos.

DISCUSSAO

Neste estudo, ao término de 12 semanas de administracdo dietética, o peso
corporal dos animais foi alterado de forma significativa, além de aumento na
adiposidade visceral nas ratas submetidas a dieta hiperlipidica em relagéo a controle.
O mesmo verificado por Estadella et al. [5], entretanto, em diferentes estudos nao
houve alteracéo no peso corpéreo, mas aumento na gordura visceral [2,4,6,37]. O que
denota eficaz em promover a obesidade exdgena [5]. Com relagéo ao indice de massa
corpoérea (IMC), revelou-se maior nos obesos sedentarios que nos treinados, achado
semelhante ao de Nery et al. [38]. O treinamento fisico atenuou este efeito, com
tendéncia de reducado do estoque de tecido adiposo em animais treinados, 0 mesmo
observado em outros estudos [2,4, 37,38]. Possivelmente, o treino fisico promoveu
maior mobilizacdo dos estoques de lipidios [39], e gasto energético [38]. Segundo
Damaso et al. [39], ha uma maior atividade da enzima lipase de lipoproteinas, que
reduzem o volume das células adiposas.

Observou-se valores de linfocitos, neutréfilos, basoéfilos e mondcitos maiores
para o grupo obeso treinado. Nao houve alteracao quanto ao numero de eosinofilos.
Aumento da gordura corporal promoveu uma maior contagem de leucécitos, monécitos
e neutréfilos circulantes [10] indicando alteracdo na imunidade decorrente da
obesidade. Estudo de Nascimento et al [15] tiveram achados distintos, com a
diminuicdo dos linfécitos e aumento dos neutréfilos em animais submetidos ao
exercicio e estresse. Entretanto, animais submetidos ao exercicio fisico intenso

observaram-se aumento dos linfécitos e reducdo dos neutréfilos [39]. Em diferentes
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estudos, o exercicio fisico ndo promoveu alteragdes nas concentracées de mondcitos,
eosinofilos e basdfilos [15,39].

Estas diferengas de resultados se devem a diferentes tipos de protocolo de
treinamento, duracao, intensidade e freqiiéncia [11]. Receptores presentes nas células
do sistema imune sdo susceptiveis a diversos horménios do estresse, como 0s
glucorcoticoides (cortisol, B-endorfinas) e as catecolaminas [50]. A expressado destes
receptores promove a base para a agao das catecolaminas. Entretanto, vale ressaltar
que a densidade dos receptores adrenérgicos é distinta nos varios tipos de células
imunes [50]. O que confere possivel influéncia destes mediadores na fungado das
células imunes durante o treinamento.

Foi verificado nesta pesquisa um aumento na taxa de fagocitose em
macréfagos de ratos treinados em relacdo aos sedentarios. Os macréfagos sao
células efetoras (fagociticas), reguladas por outras células (linfécitos T e B) e
mediadores quimicos produzidos pelo eixo hipotdlamo- pituitéaria-adrenal (HPA) e
sistema nervoso simpatico (SNS) [45]. Relacionam-se com atividade fagocitica,
antitumoral, tem funcao auxiliar na apresentacdo de antigenos e promovem a
imunidade mediada por linfécitos [21,44,50]. Achados semelhantes foram observados
em outros estudos com animais treinados [15,43-45]. Treinamento fisico moderado (6
semanas, 5dias/semana) promoveu incremento na fagocitose de macréfagos
alveolares[15] e peritoneais [40,41]. Entretanto, exercicio agudo também elevou a
capacidade fagocitica [26]. Estas respostas podem ser decorrentes de alteragbes
metabdlicas, como também pelo estresse oxidativo decorrente de treinamentos fisicos
extenuantes [13,21]. Nesse sentido, € reconhecido que o treino fisico prolongado em
atletas de elite promovem maior susceptibilidade a infecgées do trato respiratério
superior (ITRS)[10,17,19].

Estas controvérsias ocorrem devido a diferentes protocolos de treino fisico_que
induzem respostas distintas no aumento de horménios de estresse e citocinas [12].
Costa Rosa [22] estabelece um elo entre o exercicio fisico e o sistema imune que se
daria por 2 vias: mecanismo metabdlico (glutamina) e o neuroendécrino
(imunomodulacao). Segundo dos Santos et al. [43], o treinamento fisico promove um
aumento no metabolismo e consumo de glutamina, que modula a funcdo do
macréfago. A redugéo de glutamina no plasma pode correlacionar com aumento dos
sintomas de ITRS [46], como em atletas submetidos a treino fisico extenuante,
promovendo imunossupressao [16, 18]. A elevada concentracdo de acidos graxos
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pode inibir a proliferacao dos linfécitos T, devido a diminuicao da captacao de glicose
pelos linfocitos (GLUT-1) [9].

Contudo, outros estudos relatam que os fatores neuroenddcrinos sao
responsaveis pelo estresse induzido pelo treino no sistema imune [12]. O treinamento
fisico extenuante aumenta a circulacdo horménios de estresse como a adrenalina,
cortisol, hormdnio do crescimento e prolactina, que tem efeitos imunomoduladores
[18,40,50]. Os efeitos antiinflamatoérios do exercicio fisico podem induzir certo grau de
imunossupressao [17]. A presenca de glicocorticoides em culturas de macréfagos
resulta na inibicdo de algumas fungdes microbicidas, como a producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)[45] .

Neste estudo, verificamos aumento da producdo de ON por macréfagos
estimulados ou ndo com LPS, in vitro, em animais treinados em relacdo aos
sedentarios. Achado similar foi relatado no estudo de Sugiura [26] que observou
aumento na producao de ON macréfagos de animais submetidos ao treinamento fisico
de esteira (8 semanas, 3 vezes por semana). Algumas pesquisas revelam que o
exercicio fisico estimula o ON [45,47]. Treino fisico moderado promove aumento da
aderéncia, taxa de metabolismo do nitrogénio, e a capacidade fagocitica de
macréfagos peritoneais [43,44]. Entretanto, treinamento intenso também elevou a
producao de ON [48], este aumento pode estar ligado a uma elevacao do metabolismo
e do consumo de oxigénio, produzido por treino de alta intensidade.

Segundo Woods et al. [44], o exercicio fisico tem potente efeito estimulador
sobre o metabolismo de nitrogénio e reatividade de oxigénio. Conforme Jungersten et
al. [47], ocorre uma elevagdo transitoria de nitrato do plasma, provavelmente por
causa do aumento temporario do desenvolvimento endégeno do ON, provocado por
uma Unica sessdo de treino. E importante salientar que apesar dos beneficios do
oxido nitrico como molécula reguladora do sistema imune [49] em situagbes de
estresse oxidativo, processos inflamatérios, o NO pode reagir diretamente ou
associado a outros compostos e se tornar citotoxico [49]. Com relagdo ao IA, os
animais treinados obtiveram maiores valores em relagdo aos seus pares sedentarios.
O exercicio fisico pode induzir aumento na quimiotaxia, na aderéncia e na fagocitose
dos macréfagos mesmo apds um unico exercicio [26]. Nao foram relatas evidéncias na
literatura relacionando indice de aderéncia e viabilidade celular as diferentes variaveis
de obesidade e treino fisico moderado.
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Conclusao

Observamos neste estudo que a dieta hiperlipidica aumentou os estoques de
gordura visceral nos animais. O sistema imune sofreu influencias frente a obesidade,
reduzindo a capacidade oxidativa e microbicida dos macrofagos alveolares.
Entretanto, o treinamento fisico moderado atenuou estes efeitos, reduziu a quantidade
de adiposidade e proporcionou melhora no mecanismo de defesa, com o aumento na
taxa de fagocitose e producao de 6xido nitrico.
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Tabela 1. Efeito da dieta hiperlipidica e do treinamento fisico aos 105 dias pds-natal,
sobre parametros murinométricos e gordura visceral em ratas Wistar adulto jovens

(Anova one way) com post-hoc de Tukey (p< 0,05).

Grupos n Peso IMC g/cm? CNA (cm) Gordura Visceral (g)
CS 7 233,4+2,68 0,51+0,01 21,42+0,17 9,59+0,55

CT 8 237,345,25 0,5340,01 21+0,13 9,15+ 0,59

(0 13] 8 250,3*+2,84 0,56*%0,00 21,21+0,09 15,14*+0,54

oT

8 240,6+9,9 0,53"+0,01 21,21+0,25 11,85"+ 1,05

GRUPOS: CS — Controle Sedentario; CT — Controle Treinado; OS — Obeso Sedentario; OT —
Obeso Treinado. Dados em MédiatEPM; Significancia estatistica: Efeito dieta, intergrupos (*)
e efeito treino intragrupos (#).
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Tabela 2. Efeito da dieta hiperlipidica e do treinamento fisico aos 105 dias pds-natal,
sobre valores absolutos e relativos da série branca do sangue periférico em ratas
Wistar adulto jovens (Anova one way) com post-hoc de Tukey (p< 0,05).

LINFOCITOS NEUTROFILO EOSINOFILOS BASOFILOS MONOCITOS

GRUPOS

Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto

(%) (10° (%) (10°/mm°) (%) (10° (%) (10°/mm°) (%) (10°/mm°)
/mm®) /mm®)
Ccs 90 6,57+ 6 058 1 0,05 1 0,11+0,02 1 0,07+0,02
0,35 0,11 +0,03
CT 88 6,70+ 8,7 0,68+ 0,5 0,03 1,6 0,10+0,03 1,2 0,11+0,01
0,35 0,11 +0,01
0os 89 11,87* 7,4 1,64* +47 0,5 0,09 1,4 0,17*+0,04 1,4 0,25*+0,07
+0,11 +0,03
oT 88 11,21* 7,6 0,84'+0,13 0,9 0,05+0,1 1,6 0,14%0,2 1,5 0,24*+0,07
+0,92

Dados expressos em MédiazEPM; Significancia estatistica: Efeito dieta, intergrupos (*) e efeito
treino intragrupos (#).
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Figura 1. Taxa de Fagocitose em macro6fagos alveolares ap6s a realizagao do programa de

90

Treinamento Fisico. GRUPOS: OS — Obeso Sedentario; OT — Obeso Treinado; CS — Controle

Sedentario; CT — Controle Treinado. Dados como médiat EPM. (ANOVA one way) com post-

hoc de Turkey (p<0,05).
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Figura 2. indice de Adesividade (IA) obtida aos 105 dias pds-natais. GRUPOS: OS — Obeso
Sedentério; OT — Obeso Treinado; CS — Controle Sedentario; CT — Controle Treinado. Dados

como médiat EPM. (ANOVA one way) com post-hoc de Turkey (p<0,05).
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Tabela 3- Analise da produgéao de 6xido nitrico pelos macréfagos alveolares, em meio

de cultura, estimulados por lipopolissacarideos (LPS) ou nédo (@), apds realizagao do
protocolo de treinamento fisico. ANOVA (one way) com post-hoc de Turkey (p<0,05).

Grupos 7] LPS
CS 2,3+0,1 3,5+0,4
CT 3,6%+0,5 6,5%+1,0
0S 2,4+0,2 3,1+0,3
oT 6,8%*+0,9 8,7%+0,5

Dados (mM/mL) expressos em MédiatEPM; Significancia estatistica: Efeito dieta, intergrupos
(*) e efeito treino intragrupos (#).
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CAPITULO 5
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5. Consideracoes Finais

Nossos resultados contribuem para atestar os beneficios provenientes
do treino fisico moderado nos parametros imunolégicos mesmo em animais
obesos. Os achados encontrados denotam a importdncia do treinamento
moderado na reducdo da adiposidade e melhora da resposta imune pelos
macrofagos alveolares.

Ainda que animais submetidos a dieta hiperlipidica tivessem diminuicao
na funcdo macrofagica, o treino atenuou este quadro, com incremento da
atividade fagocitica, oxidativa e microbicida dos macréfagos alveolares
decorrentes do exercicio. As adaptacgdes fisioldgicas e funcionais provenientes
do treinamento fisico moderado podem auxiliar o organismo contra agentes
infecciosos e doencas cronicas. Contudo, vale ressaltar a importancia de
intensidade, duracdo e freqliéncia adequadas para evitar efeitos
imunossupressores.

Além disso, ha necessidade de mais estudos experimentais, baseados
em protocolo de treinamento padronizado, como também andlise do superéxido
e dosagem de marcadores inflamatoérios correlacionados a obesidade e ao
treinamento fisico, em diferentes periodos de administracao.
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Recife, 26 de mala de 2010.

Oficio n® 27372010

Da Comiss&o de Ftica no usp de Animaisl (CEUA) da UFRPE
Fara: Prof*. Maria do Amparo Andrade

Departamento de F isiolerapia - UFPE

Universidade Faderal de Pernambucao

Processo n® 23076, 2MS32010-75

Os membros da Comissio e Etica no Uso de  Animaie do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidada Federal de Permambuca {CEEA-UFPE) avaliaram 56U projato de
Pesquisa infitulado,  “Treinamento fisico moderado; efeitos sobre caracteristicas
bioguimicas, hematolégicas e imunes am ratas normais e obesgs. ™

Concdulmes que os procedimentos descritos para a ulllizagio expermental dos animais
encontram-se de acordo com as flemnas  sugerdas pelo Colégio Brasilairo para
Experimentago Animal e com as normas intemacionais estabalecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sag adoladas como critérios de
avallacao e julgamento pela CEUA-UFPE

Encontra-se de acordo cam as nomas vigentes no Brasil, especiaimente a Lej 11794
de 08 de oulubro de 2008, que trata da questao dg Uso de animais para fing cientificos e

didaticos

Diante do exposto, emitimos Parecer favoravel a0s protocolos experimentals a serem
realizados,
ﬁhsenrar;an: Alenciosamente,

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Mutricio da
UFPE; Animais; Ratos Wistar, Sexo, Fémeas: Idade: 90 g 120 T L
dias. Nomero de animais previste no projeto: 32 (trinta e dois) MM?&M%

animas, Profa. Maria Tevad Jof
| = E Fresidsty gq e
UFig
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ANEXO 2

Normas do programa de Pés-graduacao em Fisioterapia da UFPE

Llniversidsds Foder sl de Peraainibioces
Cenre de Cifncias da Sande
Fragrams de Pie-Corsdeagio em Fisislerapia
Mived- Mesteaidie
Aci . Jore Arthel Fomandes - Cidede nreoe e
CEF: 50740560 Reoais - FE
Fona'es: (K1 31258057
wwes ufpe befppy fra piemapia
RSBl b

FORMATO PADRAD PARA EL ABORACAD DA DISSERTACAD

A dissertagic deve obrgatoriaments apresentar os seguintes itens:

¥

¥

Dievera ser escrita em espaco 1,5 enire linhas, letra tipo Arial, tamanho 12

Capa. sumario, agradebimenios, resumo e absiract devem ser mantidos e se
necessano listas de tabelas, figuras e abreviaturas.

M3 ha necessidade de listas e tabelas, figuras e abreviaturas.

As diferentes secies ser3c nomeadas como capitulos (Capitule 1 — Introdugdo;
Capitulo 2 — Material & Métodos; Capitulo 3 — Referéncias Bibliograficas, Capitulo 4 —
Artign, Capitulo 5 - Consideragbes Finais, contendo as conclusdes eiou
recomendacdes advindas do trabalha).

Introducio no mesmo formato da tradicional, porém com limite de nimemn de paginas.
Metodologia detalhada com limite de nimeros de paginas.

Observagdo: o nimero de paginas utlizadas com a introdugdo e a metodologia ndo
devera exceder 50 (somatorio das duas). O contelido da infrodugio e da metodaologia
deve ficar restrito aos resultados que serdo apresentados nals) artigods).

Referéncias bibliograficas relativas 3 introducio & 3 metodologia, nas normas da
ABNT (a publicagao "Manual para Mormalizagao de Publicagdes Técnico-Cientificas™
- Ed. UFMG, de Junia Lessa Franga ef al,8° edigio (2009) devera senvir de referéncia
para as nomnas ABMT).

Arfigo(s) conforme nomas do pericdico para o qual o mesmo sera enviado. O limite
de paginas assim comec o tipo e tamanho da fonte, espagcamentc e outras
consideragies relatvas a formatagdo, deverdo seguir as nommas de instrugdes aos
autores.

O4s) artigo(s) podera ser escritos em poriugués, inglés ou espanhol, desde gue de
acordo com as nomas da revista.

Consideragdes finais, contende no maximo trés paginas.
Anexo 1: Aprovag3o do Comité de Etica.
Outros anexos e apéndices considerados importanies (e.g. ficha de registro dos

dados, questionarics, planilha de dados, ete.) desde gue o numero total de paginas
utilizadas com os anexos nao ulirapasse 20 paginas.
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Anexo 3
Submissao do Artigo 1 — Revista Brasileira de Medicina do Esporte

Sra Patricia Clara Pereira dos Santos,

Agradecemos a submissdo do seu manuscrito "INFLUENCIA DO
TREINAMENTO FISICO NOS PARAMETROS IMUNOLOGICOS EM ANIMAIS OBESOS:
UMA REVISAO SISTEMATICA." para Revista Brasileira de Medicina do
Esporte. Através da interface de administracdao do sistema,
utilizado para a submissdo, serd possivel acompanhar o progresso do
documento dentro do processo editorial, bastando logar no sistema
localizado em:

URL do Manuscrito:
http://submission.scielo.br/index.php/rbme/author/submission/83455
Em caso de duavidas, envie suas questdes para este email.
Agradecemos mais uma vez considerar nossa revista como meio de
transmitir ao publico seu trabalho.
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