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RESUMO

Objetivo: Analisou-se o impacto do treinamento fisico moderado (TFM) e intenso (TFI)
sobre os mecanismos de defesa em ratos adultos desnutridos precocemente. Métodos:
Utilizou-se 59 ratos machos Wistar, em que no periodo de aleitamento foram divididos em
dois grupos: Desnutrido, amamentados por mdes alimentadas com a dieta hipoprotéica
(Dieta Basica Regional, com 7,87% de proteina) e Nutrido, amamentados por méaes
submetidas a dieta normoprotéica (Labina, com 23% de proteinas mistas). Aos 60 dias de
vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida ao TFM e TFI, constituindo o0s
grupos: Nutrido Controle (NC), Nutrido treinado moderado (NTM), Nutrido treinado
intenso (NTI), Desnutrido Controle (DC), Desnutrido treinado moderado (DTM) e
Desnutrido treinado intenso (DTI). O TFM foi através da natacdo (6 semanas/ 5
dias/semana; 45 min/dia), com aumento progressivo da carga conforme o peso corporal, até
atingir um maximo de 3%, e o TFI (6 semanas/ 5 dias/semana; 90 min/dia) com aumento
progressivo até atingir um maximo de 5%. Realizaram-se coletas de sangue para contagem
total (CT) e diferencial (CD) de leucdécitos, 24 horas ap0s o Ultimo treino, e, na sexta
semana, realizou-se lavado broncoalveolar para determinar a taxa de fagocitose e a
producéo de 6xido nitrico (ON) de macrofagos. Resultados: Apés o TFM, o grupo NTM
apresentou valores maiores da CT e CD de leucocitos, taxa de fagocitose e producdo de ON
em relacdo ao controle e ao DTM. O grupo DTM apresentou valores maiores da CT e CD,
em algumas células ap0s a 52 semana, e taxa da fagocitose em relagdo ao DC. Enquanto
que, apos o TFI, os grupos NTI e DTI apresentaram menor taxa de fagocitose, aumento da
producdo de ON e valores maiores de CT e CD no inicio com reducdo desses valores ao
final do treino e em comparagéo ao controle. Conclusdo: O TFM proporcionou melhora
nos mecanismos de defesa nos animais nutrido, ja no grupo desnutrido esses efeitos
benéficos apresentaram um retardo na resposta de algumas células do sistema imune.
Enquanto que, no TFI observou-se aumento de algumas destas varidveis, possivelmente
induzidas por adaptacOes fisioldgicas, e diminuicdo de outras fungGes celulares, o que
poderia indicar prejuizo na resposta imunologica.

Descritores: desnutricdo, exercicio, sistema imune.



ABSTRACT

Objective: The impact of the moderate physical training (MPT) and intense (IPT) was
analyzed about the mechanisms of defense of adult rats early malnourished. Methods: Fifty
nine Wistar male rats were utilized, in period of nursing, divided in two group:
undernourished, nursing for mother alimented with low protein diet (Regional Diet Basic,
with 7, 87% of protein) and nourished group, nursing for mother alimented with normal
protein diet (Labina, with 23% of protein mixed). On the sixtieth day of life, half of the
animals of each group were submitted to MPT and IPT, being constituted the groups:
Nourished Control (NC); Nourished Moderate Training (NMT); Nourished Intense
Training (NIT); Undernourished Control (UC); Undernourished Moderate Training (UMT)
and Undernourished Intense Training (UIT). The MPT was among swimming (6 weeks; 5
days/week; 45 min/day), with progressive increase of the load according to the corporal
weight, until reaching a maximum of 3% and the IPT (6 weeks; 5days/week; 90 min/day),
with progressive increase until reaching a maximum of 5%. Blood Collections were made
for leukocytes total (TC) and differential (DC), twenty four hours after the last training, in
the sixth week, bronchoalveolar lavage was accomplished to determine the phagocyte rate
and the macrophages nitric oxide (NO) production. Results: After the MPT, the group
NMT showed increased valor of TC and DC of leucocytes, phagocytosis rate and NO
production in comparison to control and UMT. The group UMT presented increased valor
of TC and DC, in some cellules the fifth week after, and phagocytosis rate in comparison to
UC. During which, after the IPT, the groups NIT and UTI showed a decrease phagocytosis
rate, NO production increase and valor of TC and DC increase in beginning training with
reduced last training in comparison to control. Conclusion: The MPT improvement the
mechanisms of defense in group nourished, already in group undernourished that benefic
effect some cellules of immune system response retarded. During which, the IPT increased
some that variables, possible induced for physiologic adaptation, and increase for other
cellules function, than can indicate loss response immune.

Subject headings: malnutrition, exercise, immune system.
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1. INTRODUCAO

O sistema imune (SI) é altamente complexo e composto de numerosos tipos
celulares e mediadores soltveis (KIM et al, 2003; ABBAS e LICHTMAN, 2007). A
variabilidade dos tipos celulares (macréfagos, linfocitos, células natural Killer (NK) e
granulécitos) e de suas fungdes respondem de forma diferenciada aos diversos estimulos
(WOODS et al, 2000). Este sistema parece ser sensivel tanto aos agentes infecciosos como
as alteracbes na homeostase orgénica, como ocorre no estresse ou no exercicio fisico
(BESEDOVSKY e DEL REY, 1996; COSTA ROSA e VAISBERG, 2002). Essas
alteracdes sugerem uma inter-relagdo do SI com outros sistemas, como 0 nervoso e o
endocrino (BLALOCK, 1994; PEDERSEN e TOFT, 2000).

A proliferacdo dos linfocitos e ativacdo dos macrdfagos € parte importante na
resposta autoimune e a regulacdo desse processo representa um papel central na modulagdo
do sistema imunolégico (BACURAU et al, 2000; JONSDOTTIR, 2000). Muitos estudos
foram realizados sobre os efeitos do treinamento fisico nas fungdes do SlI, como a fungéo
dos leucécitos e dos macrofagos. A atividade fisica pode promover modificacdes na
concentracdo, na propor¢do e nas funcBes das celulas brancas do sangue, especialmente
nos leucocitos polimorfonucleares, nas células NK, e nos linfocitos, afetando também as
imunoglobulinas e outros fatores (EICHNER, 1995; CRESPILHO et al, 2006). Além disso,
0 exercicio pode influenciar na fun¢do dos macrofagos, induzindo aumento na quimiotaxia,
na aderéncia e na fagocitose dos macr6fagos apds um unico exercicio. (SUGIURA et al,
2001).

Os mecanismos associados ao exercicio que induzem alteracbes no Sl sdo
multifatoriais e incluem fatores neuroenddcrinos, tais como a adrenalina, a noradrenalina, o
horménio de crescimento e o cortisol (NIEMAN e PEDERSEN, 1999; KARACABEY et
al, 2005). Exercicio intenso, com VO, méximo acima de 60%, geralmente ativa 0s
sistemas enddcrinos, simpatico-adrenal e pituitario-adrenocortical, acarretando aumento
dos hormdnios imunomodulatérios no plasma (ZALEWSKI, 1996; KARACABEY et al,
2005). A adrenalina e, em menor grau, a noradrenalina, sdo responsaveis pelo efeito do
exercicio agudo na dindmica e na fungdo dos linfdcitos, incluindo efeitos na atividade de
células natural killer (NIEMAN e PEDERSEN, 1999). Trabalhos citados por Weineck

(1999) mostram que, sob estimulacdo maxima, os hormdnios de estresse adrenalina e



noradrenalina podem apresentar aumentos de até 10 vezes dos valores basais, por até uma
hora depois da atividade; além disso, o cortisol e as catecolaminas ndo sdo somente
metabdlitos ativos, mas também levam a uma redistribui¢do dos leucdcitos, apresentando,
desse modo, um efeito imunossupressor (PEDERSEN et al, 2000; RIS@Y et al, 2003).

Diferentes tipos e intensidades de exercicio fisico podem provocar alteracdes
distintas nos parametros imunes (SUGIURA et al, 2001; LEANDRO et al, 2007).
Enquanto o exercicio moderado regular ¢ comumente associado com diminui¢do da
susceptibilidade a infecgdes, o exercicio exaustivo e de longa duracdo tem sido associado
com sintomas de imunossupressdo transitoria, com aumento da susceptibilidade a
infeccbes. (PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000; NIEMAN 2000; PEDERSEN e
SALTIN, 2006; PRESTES et al, 2007). As alteracfes na suscetibilidade para infeccdo
foram associadas com mudancas em varios pardmetros das células imunes, especialmente,
as do sistema imune inato. Por exemplo, o exercicio exaustivo tem mostrado uma
diminuicdo da resisténcia antiviral dos macrofagos, como também a citotoxidade das
celulas natural de killer (CEDDIA et al, 2000). O exercicio moderado tem sido associado
com um aumento em resisténcia antiviral, quimiotaxia, aderéncia, metabolismo oxidativo e
atividade fagocitica dos macréfagos, aumento da resposta antigeno-especifica da citocinas,
como também aumento da atividade das células natural de killer (MURPHY et al, 2004;
DAVIS et al, 2004).

As respostas imunoldgicas a atividades fisicas regulares, principalmente de carater
aerobio de leve/ moderada intensidade, podem refletir em alteracGes das subpopulacdes das
células brancas do sangue e na atividade macrofagica, indicando favorecimento do Sl pela
acdo do treinamento (NIEMAN, 1994; LEANDRO et al, 2007). Tais adaptacdes podem ser
observadas pela deteccdo de um maior nimero de alguns tipos de leucécitos, como por
exemplo, os linfocitos (NIELSEN e PEDERSEN, 1997) ou por um aumento da taxa de
fagocitose de macrdéfagos alveolares (NASCIMENTO et al, 2004). O exercicio fisico
cronico modula positivamente uma serie de fungbes dos mondcitos/macréfagos, com
quimiotaxia, fagocitose e producdo de mediadores inflamatorios (WOODS et al, 2000).
Assim, o treinamento fisico de intensidade moderada parece promover adaptacfes
fisioldgicas e imunoldgicas que repercutem de forma positiva no organismo.

A resposta do sistema imunitario ao exercicio intenso (> 70% do VO2 méx.) e

prolongado (> 90 min.) recebeu mais atencdo apO6s a publicagdo de estudos



epidemioldgicos, sugerindo aumento de infeccdo no trato respiratério superior (ITRS)
durante uma ou duas semanas ap0s corridas de maratona e ultramaratona (NIEMAN, 1996;
GLEESON, 2007). Em geral, o exercicio fisico agudo intenso afeta a producéo tecidual e
sistémica de citocinas, especificamente as interleucinas (ILs) e o fator de necrose tumoral
(TNF), assemelhando a resposta inflamatéria a algum tipo de trauma ou infeccéo
(MOLDEVEANU et al, 2001; BRUUNSGAARD, 2005).

Estudos tém observado os efeitos do exercicio e do treinamento sobre o sistema
imune de atletas de elite, os quais apresentam grande incidéncia de infec¢Oes durante
periodos de treinamento intenso e prolongado (NIEMAN, 2000). Uma explicagdo mais
simplificada para a imunossupressao, em resposta a uma carga intensa de exercicio fisico, é
a de que existe um desgaste aumentado das func¢Ges do organismo com producéo exagerada
de radicais livres e incremento do estresse oxidativo nos tecidos (ANGELI et al , 2004;
ASCENSAO et al, 2003). Lin et al (1993) verificaram que, 0 aumento na ocorréncia de
apoptose em timdcitos estd associado a elevacdo na producdo de radicais livres em ratos
submetidos a dois dias de exercicio fisico intenso, tendo estes efeitos sido atenuados pela
administracdo prévia do antioxidante hidroxianisol butilato.

InteragBes entre o Sl a musculatura esquelética podem desempenhar papel no
estabelecimento da injuria e no reparo muscular apds o exercicio extenuante (SCHNEIDER
e OLIVEIRA, 2004). Aparentemente, apds uma “sobrecarga” de exercicio, ocorre a
ativacdo de neutrofilos que migram para os sitios musculares lesionados com finalidade de
detectar lesbes nas fibras musculares. Na seqiiéncia, macrofagos invadem os sitios
inflamatorios com a finalidade de remover os debris celulares. Entretanto, durante este
ultimo processo, 0s macro6fagos la recrutados sdo ativados a passam a produzir EROS e
ON, o que tende a agravar o dano celular, dependendo da intensidade e da duragéo do
exercicio imposto (TIDBALL, 2002). No caso de doencas autoimunes e situagdes de
sobrecarga exageradas do organismo, o0 ON encontra-se em concentracdes toxicas para as
células do organismo (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).

Periodos de exercicio intenso podem aumentar o estresse oxidativo devido a hipdxia
e reoxigenacao temporarias, que ocorrem no musculo exercitado em funcéo das contragdes
e relaxamentos estabelecidos ciclicamente (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). Os danos
associados ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio intenso estdo relacionados com a

diminui¢do do desempenho fisico, fadiga muscular, danos musculares e até a sindrome de



sobretreinamento (KONING et al, 2001) promovendo alteragdo do sistema imune (VIDER
et al, 2001).

Os mecanismos pelos quais o exercicio afeta a imunidade sdo desencadeados por
alteracbes bioquimicas e fisioldgicas que envolvem fatores hormonais, neuroenddcrino
(NIEMAN e PEDERSEN, 1999; LAPIN et al, 2007), hematoldgicos e nutricionais
(PEDERSEN e SALTIN, 2006). O exercicio promove alteracbes importantes no
metabolismo protéico que podem resultar em respostas anabélicas ou catabdlicas na
dependéncia ndo s6 da intensidade, duragdo e freqliéncia do exercicio como também da
ingestdo alimentar, especialmente quantidade e qualidade da dieta consumida (NEIVA,
1999; PESSOA et al, 2005).

Juntamente ao exercicio fisico, outros parametros podem afetar as respostas do
sistema imunoldgico. Entre eles a desnutricdo energético/protéica, a qual implica em
diversas alteracdes fisiologicas e metabolicas (SANTHIAGO et al, 2006), relacionadas a
depressdo do SI. A resposta imune é dependente de replicacdo celular e de sintese de
compostos protéicos ativos. (KAMINOGAWA e NANNO, 2004) Desta forma, €
fortemente afetada pelo status nutricional do animal, que determina a habilidade
metabdlica celular e a eficiéncia com que a célula reage aos estimulos, iniciando e
perpetuando o sistema de protecédo e auto-reparacao organicas (BRUNETTO et al, 2007).

O Sl é o primeiro a sofrer alteragdes na desnutri¢do, respondendo antes mesmo que
0 sistema reprodutivo (SAKER, 2004). A desnutricdo protéico-energética € resultado de
um baixo consumo de alimentos, que resulta na deficiéncia de calorias e aminoacidos. Seus
efeitos tendem a ser especificos para cada tecido e podem se tornar generalizados quanto
maior for a demora em sua corre¢do. Longos periodos de privacdo alimentar culminam em
grande mobilizacdo de aminoéacidos, que sdo utilizados na sintese de DNA e RNA, na
producéo de proteinas de fase aguda e de energia (gliconeogénese), agravando ainda mais
0 estado de desnutricdo (VOLTARELLI e MELLO, 2008).

A desnutricdo materno-infantil € uma das principais causas responsaveis pelo alto
indice de mortalidade infantil ainda registrado no nosso pais. As criancas desnutridas
apresentam deficiéncias no seu sistema imunologico e maior risco de infeccdes
(CHANDRA, 2002; NUNES et al, 2002). Vérios modelos de desnutri¢do sdo propostos na

literatura. Entre os mais utilizados, encontram-se a restricdo alimentar pelo afastamento da



mae durante o periodo de lactagdo, dietas hipoprotéicas e dietas deficientes em
aminoécidos essenciais (MEDEIROS et al, 2008).

O estudo da desnutricio em modelos animais tem procurado verificar sua
associacdo a reposi¢do nutricional e ao exercicio fisico, quer na fase intra-uterina, neonatal
ou de desenvolvimento (PAPOTI et al, 2003; MEDEIROS et al, 2008). Porém o
restabelecimento das variaveis metabdlicas é lento, entretanto, o exercicio fisico pode
beneficiar a reposicdo nutricional (SANTHIAGO et al, 2006). Estudos relacionando
desnutricdo com exercicio fisico e Sl ainda s@o conflitantes. A desnutricdo no periodo de
aleitamento pode ser um agente estressor indutor de alteracbes tardias na resposta
imunoldgica (QUEIROS-SANTOS, 2000). O exercicio fisico moderado parece melhorar a
resposta imune (DRELA et al, 2004), enquanto que o intenso parece atuar de forma
contréria (NIEMAN, 2000). Assim, questiona-se acerca dos efeitos do treinamento fisico
cronico moderado e intenso sobre as diferentes células do sistema imunoldgico, podendo
interferir na contagem total e diferencial de leucocitos e atividades de macrofagos

alveolares em ratos adultos desnutridos precocemente.



2. HIPOTESES

A desnutricdo induzida pela Dieta Bésica Regional, imposta no periodo de
aleitamento, provoca no animal adulto diminuicdo na concentracéo de leucocitos do sangue
periférico e das fungdes das células macrofagicas.

Em animais sedentarios e submetidos a desnutricdo imposta no periodo de
aleitamento, o treinamento fisico moderado na idade adulta mantém a concentracdo de
leucécitos do sangue periférico dentro de valores de normalidade e melhora a funcéo de
macrofagos. Enquanto que o treinamento fisico intenso associado a reposicdo nutricional

ndo minimiza os efeitos deletérios provocados pela desnutri¢cdo no periodo de aleitamento.



3. OBETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Estudar o impacto dos treinamentos fisico moderado e intenso nos mecanismos de

defesa de ratos adultos submetidos a desnutri¢do neonatal.

3.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar evolucdo ponderal durante o periodo de lactacdo, reposicdo nutricional e
treinamento fisico.
2- Avaliar a evolugdo quantitativa e diferencial de leucocitos do sangue periférico

durante e imediatamente apds o programa de treinamento fisico.

3- Analisar o efeito da desnutricdo e do treinamento fisico moderado e intenso sobre a

taxa de fagocitose e a producdo de oxido nitrico pelos macrofagos alveolares.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais e Dieta

Foram utilizados 59 ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, da colonia do
Departamento de Nutricdo, da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos em biotério em gaiolas de propileno, com tampa de arame zincado, a uma
temperatura de 23+1°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas (claro-9-21hs; escuro-21 a 9hs),

onde tiveram acesso livre a 4gua e a racao.

Os animais forma obtidos acasalando-se machos e fémeas, com idade entre 90 e
120 dias, na propor¢do de um macho para trés fémeas, por um periodo de 16 dias. O
diagndstico da prenhez foi feito pela observacéo do crescimento do ventre. Um dia ap0s o
nascimento dos filhotes, a ninhada foi padronizada em seis filhotes machos por mae. Neste
mesmo dia, adotado como primeiro dia de vida do animal, as ninhadas foram divididas em

dois grupos:

1) Nutridos(N): constituido por 29 filhotes, amamentados por mées submetidas a
dieta normoprotéica (Labina®), dieta adotada como padrdo do Biotério, contendo 23,27%

de proteinas mistas. (Tabela 1)

2) Desnutridos(D): constituido por 30 filhotes, amamentados por mées submetidas
a Dieta Bésica Regional (DBR), dieta multicarencial, ndo balanceada, deficiente em certos
nutrientes, principalmente proteinas, contendo 7,87% de proteinas. (Tabela 2)

Os animais de ambos os grupos foram amamentados durante os primeiros 21 dias
ap0Os o nascimento (periodo de aleitamento). A partir do 22° dia de vida (desmame), as
mdes foram submetidas a ortanasia e os filhotes divididos em quatro por gaiola, de acordo
com a dieta consumida no periodo neonatal, passando a consumir Labina®. Essa dieta foi
administrada até o final do experimento pelos grupos (108° dia). O peso corporal dos
animais foi mensurado diariamente no periodo de aleitamento (21 dias) e em dias
alternados a partir do 22° ao 108° dia. Para isso foi utilizado uma balanga eletronica com
precisdo de 0,19 e capacidade para 4 Kg (Marte, modelo S-2000).



TABELA 1. Composi¢cdo da dieta padrdo LABINA® (Purina do Brasil) utilizada na
alimentacéo dos animais (MAIA, 2004)

CONSTITUINTES COMPOSIQAO CENTESIMAL
Umidade (g/100g) 9,08

Cinzas (9/100g) 6,60

Proteinas (g/100g) 23,27

Lipideos (g9/100g) 4,24

Carboidratos (g/100g) 56,81

VCT (Kcal/ 100g) 358,48

TABELA 2. Composicéo centesimal da Dieta Basica Regional (TEODOSIO et al,1990)

INGREDIENTES g% COMPOSICAO CENTESIMAL DA DBR

Proteinas Carboidratos Gordura Cinzas Fibras  Kcal
Feijéo 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
Mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
Carne secae 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50
salgada
Gordura da 0,35 - - 0,35 - - 3,15
carne seca e
salgada
Batata doce 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43
TOTAL 100,00 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 315,64




4.2. Treinamento Fisico

Aos 60 dias de vida os animais de cada grupo foram subdivididos nos grupos:
nutrido controle (NC), nutrido treinado — moderado (NTM), nutrido treinado — intenso
(NTTI), desnutrido controle (DC), desnutrido treinado — moderado (DTM) e desnutrido
treinado - intenso (DTI) (quadro 1).

Os animais de cada grupo treino foram submetidos a um programa de treinamento
fisico com natacdo, para o treinamento fisico moderado (TFM) foi utilizado o protocolo
experimental de Nascimento (2004): 45 min/dia, 5 dias/semana, durante 6 semanas
(quadro 2) e para o intenso (TFI) foi utilizado o protocolo experimental de Leitdo (2006):
90min/dia, 5dias/semana, durante 6 semanas (quadro 3), baseado em estudos realizados em

animas com as mesmas caracteristicas.

QUADRO 1. Organograma geral da distribui¢do dos grupos

Desenho Experimental

Grupos
(n =59)
Nutrido | Desnutrido
(n = 29) (n=30)
/ \ / \
NC NTI DC DTI
(n=9) (n=10) (n=10) (n=10)
NTM DTM

(n=10) (n=10)



QUADRO 2. Protocolo de Treinamento Moderado

SEMANA DIAS TEMPO SOBRECARGA
(min) (% PESO CORPORAL)
1 1 10
2 20
3° 30
4° 40
5° 45
22 TODOS 45 1
3 TODOS 45 2
4 TODOS 45 2
58 TODOS 45 3
6? TODOS 45 3

Nascimento et al, 2000)

QUADRO 3. Protocolo de Treinamento Intenso (adaptado)

SEMANA DIAS TEMPO SOBRECARGA
(min) (% PESO CORPORAL)
1 1 30
2 45
3° 60
4° 75
5° 90
22 TODOS 90 2
3 TODOS 90 4
4 TODOS 90 4
52 TODOS 90 5
6? TODOS 90 5

(Leitdo, 2006)



Os animais dos grupos treinados foram adaptados ao exercicio. Essa adaptagdo
inclui aumento progressivo do tempo do exercicio fisico na &gua (1°dia=10min,
2°dia=20min, 3°dia=30min, 4°dia=40min e 5°dia=40min) para o grupo treinado moderado
(quadro 2); e (1°dia=30min, 2°dia=45min, 3°dia=60min, 4°dia=75min e 5°dia=90min) para

0 grupo treinado intenso (quadro 3).

Apos o término da adaptagdo, os animais foram submetidos ao treinamento, no
periodo entre 11:00 e 15:00 h, sendo o tempo de treino em minutos por dia, conforme o
protocolo do grupo ao qual o animal pertence, 5 dias por semana, durante 5 semanas, com
incremento da intensidade do esforco(sobrecarga progressiva segundo o peso corporal- 22
semana = 1%; 32 e 42 semanas = 2%; 5% e 62 semanas = 3%) para 0 grupo treinado
moderado (quadro 2); e (sobrecarga progressiva segundo o peso corporal- 22 semanas =
2%; 3% e 42 semanas = 4%; 52 e 6% semanas = 5%) para o grupo treinado intenso (quadro
3).

As sobrecargas eram presas a cauda do animal amarradas por uma liga de borracha
(figura 1). Para a natagéo utilizou-se um tanque com altura de 60 cm, didmetro de 45 cm e
nivel da agua 40 cm, e sistema de aquecimento dotado de termostato para manter a
temperatura da agua entre 28° e 31°C (figura 2). Para controle, no mesmo periodo, 0s
animais ndo treinados foram mantidos em gaiolas de propileno, contendo agua suficiente
para manter as patas imersas, durante 0 mesmo periodo do grupo treinado (figura 3). Todos
0s animais ap0s sairem da agua, permaneciam por 5 minutos em camara de aquecimento

(figura 4).

Figura 1. Colocagdo do peso na cauda Figura 2. Ratos em treinamento no tanque
de natacdo com sistema de aquecimento



Figura 3. Rato em controle do Figura 4. Rato em aquecimento
estresse aquatico pos treino

4.3. Obtencao das células do sangue periférico

Foram coletadas antes do inicio do treino Ty e 24 horas ap0s a Ultima sessdo de cada
semana de treino (T1 a Tg), uma pequena aliquota de sangue (1 mL) da cauda dos animais,
devidamente anestesiados, para contagem total e diferencial de leuc6citos do sangue
(figura 5). O sangue extraido foi depositado em tubo de 5 ml previamente acrescido de
uma gota (20 pl) do anticoagulante Acido Etileno Diamino Tetra Acético a 3% - EDTA. Os
dados foram automatizados pelo laboratério do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (ULAB- HC- UFPE). No final do periodo de treinamento (24
horas a seguir a Gltima sessao de exercicio), todos os animais foram anestesiados (uretana a

10,5% e cloralose a 0,5%) e sacrificados para coleta de macro6fagos bronco-alveolares.

Figura 5. Coleta de sangue periférico



4.4. Estudo das células (macréfagos) do lavado broncoalveolar
4.4.1. Obtencéo dos macrofagos

Lavado Broncoalveolar (LBA)

O LBA foi obtido de acordo com a técnica usada por De Castro et al (1995). Sob
anestesia, o animal foi submetido a cirurgia para exposicao da traquéia (figura 6). O LBA
foi realizado, por injecdo de soro fisioldgico (SF) a temperatura ambiente, através de canula
plastica inserida na traquéia. Pela traquéia, vérias aliquotas de 3 ml de SF foram injetadas e
imediatamente coletadas (figura 7). Ao final, obteve-se um volume de 30 ml de LBA por

cada animal.

Figura 7. Lavado coletado Figura 8. Lavado centrifugado

4.4.2. Obtencao da cultura de macrdfagos alveolares

O LBA foi centrifugado (15 min, a 1500 rpm) e as células recuperadas do
precipitado (figura 8). O precipitado de células obtido do centrifugado do LBA foi
resuspendido 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 ode 1x10° células/ml e
colocados em placa com pogos de 35 mm de diametro para cultura de tecido (1ml/poco, 6



pocos; Falcon). Para adesdo, as células foram mantidas na placa por 1h a 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% CO,. As celulas ndo aderentes foram descartadas.
Posteriormente, as células aderentes a placa foram incubadas por mais 1 h em meio de
cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com antibidticos e sem soro fetal bovino.

4.4.3. Taxa de fagocitose em macréfagos

Em seguida, foram utilizados fungos (Saccharomyces sp.) para avaliar a taxa de
fagocitose. Os fungos Saccharomyces sp. foram lavados 3 vezes com Solugdo Salina
Tamponada (SST), contados 10’ células e em seguida, foram misturados na suspensio de
macréfagos (1 X 10° / 1 ml de meio de cultura completo, RPMI 1640) recuperados do
LBA. 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. ApOs este
periodo as laminas foram lavadas com SST e secadas a temperatura ambiente. Para a
coloracdo, foi utilizado o kit Pandtico Rapido. Depois de coradas e secas a temperatura
ambiente, as laminas foram levadas para leitura ao microscopio Optico, lidos com objetiva
de 100 sob imersdo. A taxa de fagocitose foi obtida como percentual de macr6fagos que
englobaram fungo em uma contagem total de 100 células.

4.4.4. Producéo de Oxido Nitrico por macréfagos alveolares

Uma vez a adesdo ocorrida na placa de cultivo, cada poco foi aspirado e lavado com
1mL de solucdo salina a 0,9%. As placas de cultura retornaram a estufa para posteriores
leituras em espectrofotdmetro, com 24 horas. A concentracdo de nitrito/nitrato, mediada
indireta da sintese de ON, foi calculada pela média de uma curva padrdo e os dados foram
expressos em uM/ mL de nitrito/nitrato.

4.4.5. Construcao da curva padréo

Para efetuar a dosagem de Oxido nitrico através da quantificacdo dos niveis de
nitrito e nitrato das amostras foi necessario realizar uma curva padrdo. Para a construcéo
desta foram utilizados reagentes a base da solucdo de Nitrato de sédio NaNO2) 1mM de
Solucdo Padrdo, meio de cultura RPMI 1640 e reagente de Griess (solugéo revelacdo) em

volumes pré-estabelecidos. Quantidades crescentes da solucdo padrdo que foram



adicionadas ao RPMI 1640 para se obter oito (08) solucdes de diferentes concentracoes,

mostradas no quadro 4.

QUADRO 4. Construcao da curva padréo para a dosagem do 6xido nitrico.

Solugéo padréo de nitrito Meio de cultura RPMI
de so6dio a 1 Mm (uL) 1640 (nL)

0 1000

2 998

5 995

10 990

25 975

50 950

75 925
100 900

4.4.6. Processo de revelagdo da curva padréo e das amostras

A confeccdo da curva padrdo (figura 9) ocorreu nos momentos das amostras, e as
leituras tanto das amostras quanto da curva padrdo foram efetuadas apds o periodo da
incubacéo de 24 horas.

Para o procedimento das leituras, em espectrofotbmetro (figura 10), utilizou-se um
comprimento de onda de 540nm. Em seguida, foram retirados 500uL de cada solugdo da
curva padréo e a mesma quantidade de amostras dos sobrenadantes das culturas de células e
misturados a 500uL da solucdo de revelagdo, para entdo, ap6s 10 minutos ser realizada a

leitura.



Figura 9. Curva padréo Figura 10. Espectrofotdmetro

A determinacdo espectrofotométrica dos niveis de nitrito e nitrato da curva padro,
assim como daqueles liberados nas amostras experimentais foram registradas por
absorbancia. A partir da determinagdo dos valores da curva padrao foi possivel converter 0s
valores de todas as amostras e assim determinar a quantidade de nitrito e nitrato liberados
pelas células dos animais dos diferentes grupos.

As interveniéncias da desnutricdo e do treinamento fisico sobre as variaveis do
estudo fundamentaram-se pela avaliagdo semanal do protocolo de TFM e TFI,
caracterizados em: antes do inicio do protocolo de treino ou referéncia basal (To); na 12
semana de treino ou quebra da homeostase (T1); da 22 a 32 ou periodo de transi¢do entre a
quebra da homeostase e a estabilizagdo do treino (T, a T3) e da 42 a 62 semana ou inicio do
periodo de adaptacéo (T4 a Ts).

Este estudo foi aprovado pela comisséo de ética em experimentacdo animal do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco sob o oficio n® 19/07 do
processo n° 004907/2007-44 e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo animal (COBEA).

4.5. Andlise estatistica

Para a realizacdo das inferéncias estatisticas paramétricas para dois grupos com
amostras independentes utilizou-se o teste t de Student; para trés grupos a Analise de
Variancia ANOVA com post-hoc de Turkey. A significancia estatistica foi considerada ao
nivel de p<0,05. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (média £ DP).
As analises foram realizadas através do programa estatistico SigmaStat 2.0/ 2000.



5. RESULTADOS

5.1 Peso corporal durante a desnutrigdo, reposi¢do nutricional e treinamento fisico

O peso corporal (PC) dos animais dos grupos nutrido (N) e desnutrido (D) foi
mensurado durante todo o seu periodo de vida, compreendendo os intervalos do 1° ao 21°
dia (periodo de amamentagéo), 22° ao 59° (periodo de reposigdo nutricional - RN) e do 60°
a 108° dia de vida (RN associada ao periodo do treinamento fisico). Os animais do grupo D
apresentaram um menor ganho de PC em relacdo ao grupo N a partir do 5° (13,4+ 2,3g
versus 11,169 + 1,1) até o 60° dia de vida (271,089 + 22,5 versus 200,5g + 19,6), p<0,05
(figura 11).
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Figura 11- Peso corporal dos animais nutridos (N) em relagdo aos desnutridos (D) a partir do
50 até 0 60° dia de vida. Dados como médiat DP - teste t Student, com p<0,05*.

No periodo de treinamento fisico (do 60° ao 108° dia de vida), os grupos DTM
(252,5 £ 18,15) e DTI (263,56 + 15,9) permaneceram com menor ganho de PC que 0s
grupos NTM (340,2 £ 21,7) e NT1 (343,8 £ 28,2), respectivamente (p<0,05), a partir da 12

semana de treino T; (figura 12).
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Figura 12 - Peso corporal dos animais desnutridos em relagdo aos nutridos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Moderado e Intenso. NTM - Nutrido Treinado Moderado; NTI - Nutrido Treinado
Intenso; DTM — Desnutrido Treinado Moderado; DT — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como médiaz
DP - ANOVA com post-hoc de Turkey, com p<0,05*.

5.2. Leucograma

5.2.1. Contagem Total de Leucdécitos (NUmero de células x 103/ mm3)

O numero total de Leucdcitos, expressos em média + desvio padrdo (DP), foram
comparados entres 0s grupos segundo o estado nutricional e o treinamento, comparando-se
as semanas de treino sempre ao tempo zero (T).

A tabela 3 representa a contagem de leucdcitos totais do sangue periférico de ratos
durante 6 semanas de TFM. Em Ty, 0 nimero de leucdcitos foi similar entre os grupos, no
entanto, tanto o grupo NTM quanto o DTM apresentaram valores de leucocitos maiores a
partir da 5% semana em relagdo ao controle (p<0,05). N&o houve diferenca significativa

entre 0S grupos que treinaram.



Tabela 3 — Andlise da contagem de leucdcitos totais do sangue periférico de ratos adultos intra e entre os

grupos nutrido e desnutrido, durante as 6 semanas de Treinamento Fisico Moderado.

Semanas de treino
Grupos TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
(2]
'S
8
(@] —
=
8 = DC 12,9+24 | 12,1+2,7 | 13,0+1,4 | 12,8+15 | 12,6x14 13,5+2,6 12,5+1,8
= -
=3
'S g DTM 13,5+15 | 13,9+24 | 13,3+2,3 | 13,7+1,8 | 14,4+23 17,4+2,0° 18,1+2,1°
>
[«5]
- NC 12,9424 | 11,6425 | 12,0#2,7 | 11,7+1,8 | 12,8+1,1 13,5+1,1 12,7+1,1
NTM R R
12,6+2,3 | 12,1+1,6 | 12,4+1,2 | 13,6+1,8 | 14,2+1,3 15,7+1,3 17,2+1,4

Em que: TO a T6 - Antes do inicio do treino a sexta semana de treino; NC - Nutrido Controle; NTM -
Nutrido Treinado Moderado; DC - Desnutrido Controle; DTM — Desnutrido Treinado Moderado. Dados
como médiat DP - ANOVA com post-hoc de Turkey (p<0,05). a — Diferenca entre NC e NTM; b — Diferenca
entre DC e DTM.

A contagem de leucdcitos totais durante as 6 semanas de TFI esta representada na
tabela 4. Em Ty, 0 nimero de leucdcitos foi similar entre os grupos, porém a partir de T; 0
grupo NTI apresentou valores de leucécitos maiores que o NC, como também o grupo DTI
em relacdo ao DC (p<0,05). Entre os grupos que treinaram, o DTI apresentou valores

maiores que o0 NT1 em Ty e T,, p<0,05.

Tabela 4 — Andlise da contagem de leucdcitos totais do sangue periférico de ratos adultos intra e entre os grupos

nutrido e desnutrido, durante as 6 semanas de Treinamento Fisico Intenso.

Semanas de treino

- Grupos TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
‘S
8
°c o
=g
S E DC 12,9424 | 12,1+2,7 13,0+1,4 12,8+15 | 12,614 13,8+1,6 12,5+1,8
= )
\8 S b.Cc b.C b b b b
S 4 DTI 13,4+2,3 | 17,4+15 17,4+1,8 16,9+1,1° | 17,5+2,3 16,5+2,7 15,1+2,1
=}
[«5]
- NC 12,9424 | 11,6425 12,0+2,7 11,7¢1,8 | 12,8+1,1 13,5+1,1 12,7+1,1

NTI 13,3+2,3 | 14,9+15% | 15,0+1,28 | 17,8+1,82 | 19,9+2,528 | 18,2+252 | 16,4+2,02

Em que: TO a T6 - Antes do inicio do treino a sexta semana de treino; NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido
Treinado Intenso; DC - Desnutrido Controle; DT1 — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como média+ DP -
ANOVA com post-hoc de Turkey(p<0,05). a — Diferenca entre NTI e NC; b — Diferenca entre DTI e DC; c-
diferencga entre NTl e DTI.



5.2.2. Contagem Diferencial de Leucocitos (Namero de células x 103/ mm3)

LINFOCITOS

Durante o treinamento moderado, o grupo NTM (T3-9,9£1,9; T4 10,3£1,3; Ts—
12,3+3,9; Te—12,5+3,2) apresentou valores de linfocitos maiores em relagdo ao NC (Ts—
7,9£1,8; T4~ 8,6+1,1; T5-9,06£1,9; Ts—9,14+2,3) a partir da 32 semana, enquanto que 0
DTM (12,4+3,5) em comparagdo ao DC (8,8+2,4) somente na ultima semana (Ts)

(p<0,05). N&o houve diferenca significativa entre os grupos que treinaram (figura 13).
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Figura 13 - Contagem de Linfécitos do sangue periférico de ratos adultos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Moderado. NC - Nutrido Controle; NTM - Nutrido Treinado Moderado; DC -
Desnutrido Controle; DTM — Desnutrido Treinado Moderado. Dados como médiat DP - ANOVA com
post-hoc de Turkey (p<0,05). * — Diferenca entre NC e NTM. # — Diferenca entre DC e DTM.

Enquanto que durante o treinamento intenso, o grupo NTI (T, -14,16+1,8; T,—
13,47£1,8; T3 13,22+2,7; T4— 14,37+3,1 e Ts— 12,59+3,2) apresentou valores maiores de
linfocitos em comparacdo ao NC (T1—-8,79+ 2,4; T,—8,03+ 3,4; Ts— 7,9 £3,0; T4— 8,61+2,8
e Ts—9,06£3,2) da 12 a 5% semana, e 0 DTI (Ts—12,61+2,1 e T4— 13,09+3,2) em relacdo ao
DC (Ts—9,78+1,8 e T4— 9,53+3,1) da 32 a 42 semana. Comparando os grupos NTl e DTI,
houve diferenca significativa nos tempos T, (14,16+1,8 versus 10,8+2,3) e T,(13,47£1,8
versus 10,54+1,9), p<0,05 (figura 14).
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Figura 14 - Contagem de Linfdcitos do sangue periférico de ratos adultos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Intenso. NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido Treinado Intenso; DC -
Desnutrido Controle; DTI — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como médiat DP. ANOVA com
post-hoc de Turkey(p<0,05). * — Diferenca entre NC e NTI. ** — Diferenca entre DC e DTI. # —
Diferenca entre NT1 e DTI.

NEUTROFILOS

Durante o periodo TFM, a contagem de neutréfilos do grupo NTM (T4 — 3,52+0,6;
Ts —3,32+0,5 e T — 3,18+0,8) foi significativamente maior que o NC (T, - 1,07£0,1; Ts —
1,08+0,5 e Ts— 0,99+0,1) nas trés Gltimas semanas de treino (p<0,05), enquanto que para 0
grupo DTM houve aumento significativo em relacdo DC apenas na 52 (3,18+0,7 versus
1,19+0,5) e 62 (3,19+0,4 versus 1,04+0,2) semanas (p<0,05). O grupo NTM (3,52+0,6)
apresentou valores maiores que o DTM (1,5+£0,4) na quarta semana de treino (p<0,05)
(figura 15).

Enquanto que durante o treinamento intenso, os valores de neutrofilos foram
maiores a partir da 12 semana para 0 NTI (T:— 2,6+£0,4; T,-2,8+0,1; T3-2,4+0,16; T4—
2,6+0,14; Ts— 2,31+0,9 e T6-2,6+0,18) em ralacdo ao NC (T;— 1,04+0,24; T,-1,09+0,1;
T3-1,12+0,14; T4~ 1,07£0,21; Ts— 1,08+0,15 e T¢—0,99+0,11), como também o DTI (T1—
2,77+0,12; T,-3,240,13; T3-3,4%+0,18; T,— 3,3+0,36; Ts— 2,3+0,21e Ts2,28+0,26) em
relagio ao DC (T;— 0,9240,7; T,-1,17+0,11; Ts-1,19+0,11; T, 1,16%0,12; Ts—
1,19+0,15e T¢-1,04+0,14) (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos que
treinaram (figura 16).
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Figura 15 - Contagem de Neutréfilos do sangue periférico de ratos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Moderado. NC - Nutrido Controle; NTM - Nutrido Treinado Moderado; DC -
Desnutrido Controle; DTM - Desnutrido Treinado Moderado. Dados como médiat DP. ANOVA
com post-hoc de Turkey (p<0,05). * — Diferenca entre NC e NTM. ** — Diferenca entre DC e
DTM. # - Diferenca entre NTM e DTM.
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Figura 16- Contagem de Neutréfilos do sangue periférico de ratos adultos durante as 6 semanas
de Treinamento Fisico Intenso. NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido Treinado Intenso; DC -
Desnutrido Controle; DTI — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como médiax DP. ANOVA
com post-hoc de Turkey(p<0,05). * — Diferenga entre NC e NTM. # — Diferenca
entre DC e DTM.



EOSINOFILOS

Durante o treinamento moderado apenas o grupo DTM (0,37%0,2) apresentou
valores significativamente maiores de eosinéfilos em relacdo aos demais grupos (NC-
0,22+0,1; NTM- 0,27+0,2 e DC- 0,18+0,1) somente na ultima semana de treino,
p<0,05(figura 17).
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Figura 17- Contagem de Eosindfilos do sangue periférico de ratos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Moderado. NC - Nutrido Controle; NTM - Nutrido Treinado Moderado; DC -
Desnutrido Controle; DTM - Desnutrido Treinado Moderado. Dados como médiat DP. ANOVA
com post-hoc de Turkey (p<0,05).* — Diferenca entre grupos.

Enquanto que durante o treinamento intenso, a contagem de eosinofilos para o
grupo NTI (T;— 0,5+0,3; T,-0,38+0,15; T5-0,38+0,16; T,— 0,35+0,16; Ts— 0,40+0,12 e
T6—0,38+0,15) foi maior em relacdo ao controle (T:— 0,16+0,1; To— 0,16%0,12; Ts—
0,21+0,12; T4— 0,18+0,13; Ts— 0,26£0,13e Ts— 0,22+0,17) a partir da 12 semana (p<0,05).
Ja o DTI (T4 0,32+0,2; Ts— 0,31+0,15 e T~ 0,3620,16) apresentou valores maiores em
comparagdo ao DC(T,— 0,1840,1; Ts— 0,2+0,1e Te 0,18+0,1) a partir da 4% semana
(p<0,05). Comparando os grupos que treinaram, o NTI apresentou valores maiores em
relacdo ao DTI apenas na 1?2 (0,5+0,3 versus 0,22+0,1), 22 (0,38+0,2 versus 0,2+0,1) e 32
(0,38+0,2 versus 0,26+0,1) semanas (p<0,05) (figura 18).
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Figura 18 - Contagem de Eosindfilos do sangue periférico de ratos adultos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Intenso. NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido Treinado Intenso; DC -
Desnutrido Controle; DTI — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como médiat DP. ANOVA com
post-hoc de Turkey(p<0,05). * — Diferenca entre NC e NTI. ** — Diferenca entre DC e DTI. # -
Diferenca entre NT1 e DTI.

MONOCITOS

A contagem de monacitos foi maior significativamente a partir da 12 semana apenas
para 0 grupo NTM (T;— 0,23£0,16; To— 0,21+0,17; Ts— 0,1940,05; T4 0,21+0,13; Ts—
0,21+0,14 e T 0,21£0,15) em relagdo ao NC (T;— 0,11+0,03; T,-0,11+0,01; Ts—
0,1+0,01; T, 0,1+0,01; Ts-0,1+0,05e Te— 0,11+0,09), durante 0 TFM na comparacdo
intra-gupo (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos que participaram do
treino (figura 19).

Durante o TFI, os valores de mondécitos foram maiores tanto para o grupo NTI (T,
- 0,29+0,05; To— 0,33+0,1; T3 — 0,26+0,03 e T4 — 0,21+0,06) em comparacdo ao NC (T1 —
0,11+0,05; T,- 0,11+0,1; T3 — 0,10£0,05 e T4 — 0,10+0,01), quanto que para o grupo DTI
(T, - 0,23+£0,15; T,— 0,2+0,15; T3 — 0,21+0,1 e T4 — 0,21+0,08) em relacdo ao DC (T1 —
0,1+£0,01; T,- 0,1+0,02; T3 — 0,11+0,07 e T, — 0,1£0,05) da 12 a 42 semana (p<0,05). Na
comparagdo inter-grupos ndo houve diferenca significativa (figura 20).
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Figura 19 - Contagem de Mondcitos do sangue periférico de ratos durante as 6 semanas de
Treinamento Fisico Moderado. NC - Nutrido Controle; NTM - Nutrido Treinado Moderado;
DC - Desnutrido Controle; DTM — Desnutrido Treinado Moderado. Dados como médiat DP.
ANOVA com post-hoc de Turkey(p<0,05). * — Diferenca entre NC e NTM.
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Figura 20 - Contagem de Mondcitos do sangue periférico de ratos adultos durante as 6 semanas
de Treinamento Fisico Intenso. NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido Treinado Intenso; DC -
Desnutrido Controle; DTI — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como médiat DP. ANOVA
com post-hoc de Turkey (p<0,05). * — Diferenca entre NC e NTI. # — Diferenca entre
DCeDTI.

5.3. Producao de Oxido Nitrico por Macrofagos alveolares

A produgdo de NO dos grupos foi avaliada ap6s o periodo de treino. Os valores
(umols/mL) foram expressos em Média + Desvio Padréo (DP).

Apo6s 0 TFM, a produgdo de NO foi maior para o grupo NTM (13,77£6,08) em
comparacgdo ao NC (9,25+ 4,66) e ao DTM (9,04« 3,15) p=0,042. Entre os grupos DTM,
DC e NC néo houve diferenca significativa (figura 21).
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Figura 21 - Producéo de Oxido Nitrico por macréfagos alveolares ap6s o Treinamento Fisico
Moderado. NC - Nutrido Controle; NTM - Nutrido Treinado Moderado; DC - Desnutrido
Controle; DTM — Desnutrido Treinado Moderado. Dados como médiat DP. (ANOVA) * —
Diferenca entre NTM e NC; # — Diferenca entre NTM e DTM. (p<0,05).

Apos o TFI, a producdo de 6xido nitrico foi maior para o grupo DTI (13,83+4,17)
em comparacdo ao DC (8,42t 2,47); p=0,002, e para o0 NTI (36,40 + 13,9) em relacdo ao
NC (9,25+ 4,66); p<0,001. Comparando 0s grupos que treinaram, o grupo NTI (36,40 +
13,9) apresentou maior valor que o DTI (13,83+4,17), p< 0,001 (figura 22).
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Fig
ura 22- Producdo de Oxido Nitrico por macréfagos alveolares apds o Treinamento Fisico
Intenso. NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido Treinado Intenso; DC - Desnutrido Controle;
DTI - Desnutrido Treinado Intenso. Dados como médiat DP (ANOVA). * - Diferenca
entre grupos treinos e controle; # - Diferenca entre os grupos treinos (p<0,05).

5.4. Taxa de Fagocitose de Macréfagos

A taxa de fagocitose realizada por macrofagos alveolares do LBA foi determinada
através do percentual de células (macrdéfagos) que fagocitaram os fungo (Saccharomyces
sp). Todos os grupos NC, NTM, DC e DTM foram comparados ap6s o treinamento fisico.

Os resultados foram expressos em Média + Desvio Padréo (DP).



Apos o TFM, houve diferenca significativa entre os grupos DTM (28,9% + 3,24) e
DC (22,1% + 4,48) e entre NTM (38,6% + 8,65) e NC (24,4% + 6,99) p<0,001.
Comparando os grupos que treinaram, 0 NTM (38,6% = 8,65) apresentou valor da taxa de
fagocitose maior que 0 DTM (28,9% = 3,24), p = 0,004 (figura 23).
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Figura 23 — Taxa de fagocitose liberada por macréfagos alveolares ap6s a realizagdo do
programa de Treinamento Fisico Moderado. NC - Nutrido Controle; NTM - Nutrido
Treinado Moderado; DC - Desnutrido Controle; DTM — Desnutrido Treinado Moderado.
Dados como médiat DP (ANOVA). * - Diferenga entre grupos treinos e controle; # -
Diferenca entre os grupos treinos (p<0,05).

Enquanto que ap6s o TFI, houve uma redugdo na taxa de fagocitose para 0s grupos
que treinaram NTI (13,1%z+ 3,78) e DTI (11,6% = 4,3) em relacdo aos controles NC
(24,4% £ 6,99) e DC (22,1% = 4,48), p<0,001. N&o houve diferenca significativa entre os
grupos que participaram do treino (figura 24).
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Figura 24 — Taxa de fagocitose liberada por macréfagos alveolares ap6s a realizagdo do
programa de Treinamento Fisico Intenso. NC - Nutrido Controle; NTI - Nutrido Treinado
Intenso; DC - Desnutrido Controle; DT — Desnutrido Treinado Intenso. Dados como média+
DP (ANOVA). * - Diferenca entre grupos treinos e controle (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, utilizou-se modelo de desnutricdo imposta no periodo de
aleitamento, seguida de reposi¢do nutricional, com todas as avaliagdes realizadas na vida
adulta do animal. A dieta multicarencial (DBR) utilizada neste trabalho afetou diretamente
0 ganho de peso dos animais a partir do 5° dia de vida, levando ao retardo da evolugdo
ponderal do periodo de aleitamento até a idade adulta, corroborando com outros estudos
que demonstraram o efeito permanente do déficit ponderal promovido pela agressao
nutricional, quando imposta durante a gestacio e aleitamento (MARIN et al, 1995; SOUZA
et al, 2008) ou so6 no periodo de aleitamento (FIORETTO et al, 2002; PORTO et al, 2006).

A oferta da dieta equilibrada (Labina) a partir do desmame, parece nao ter sido
eficiente em recuperar a deficiéncia de peso corporal originada ainda na amamentagéo,
como encontrado nos estudos de Queirds- Santos (2000) e Ferreira e Silva (2002), que
acompanharam o peso dos animais até 90 dias de vida, verificando permanéncia do déficit
ponderal. Tais resultados ainda estdo de acordo com o estudo de Gobatto (1993) que
verificou as alteracfes metabdlicas decorrentes no treinamento fisico em ratos previamente
desnutridos e recuperados, e observou na primeira fase do estudo um menor ganho de peso
entre os ratos do grupo desnutridos em comparagdo com o grupo controle.

Muitos estudos com modelo animal tém procurado verificar a resposta do
organismo frente & desnutricdo e reposicdo nutricional, a fim de descobrir se 0 organismo
sera capaz de ter seu estado nutricional saudavel apds periodos de desnutri¢do, quer na fase
intra-uterina, pos-natal, de crescimento ou desenvolvimento (PASSOS et al, 2001; NUNES
et al, 2002; PRAZERES et al, 2004; SAWAYA , 2006). Em relacdo aos exercicios,
estudos envolvendo humanos e mais recentemente animais, vém tentando mostrar como
ocorre a producdo de energia e metabdlitos em exercicios agudos ou treinamento de
diferentes modalidades esportivas e com diversas intensidades de esforgco (PAPOTI et al,
2003; SANTHIAGO et al, 2006; VOLTARELLI e MELLO, 2008 ).

De acordo com a literatura, o exercicio fisico pode trazer beneficios ao processo de
reposicdo nutricional. Torun e Viteri (1994) informaram que ratos ativos fisicamente
apresentaram maior comprimento e peso que 0s inativos. Porém, com o inicio do
treinamento fisico, observou-se que 0s animais previamente desnutridos e submetidos ao
treinamento, tanto moderado quanto intenso, permaneceram até o final do treinamento com

peso corporal menor que os do grupo nutrido corroborando os achados de Porto et al.



(2006). Em estudos anteriores, apesar de ndo ter induzido a desnutricdo em fase de
aleitamento, observou-se 0 mesmo tipo de comportamento quanto ao peso corporal e a
pratica do treinamento fisico, (ROCHA et al., 1997; PAPOTI et al, 2003; SANTHIAGO et
al, 2006). Gobatto et al (2006) estudaram parametros metab6licos em ratos, em trés etapas
distintas: uma primeira etapa de restricdo protéica por 60 dias; uma segunda etapa seguida
de reposicdo nutricional por 06 semanas e uma Ultima etapa com reposicdo seguida de
treinamento fisico, que foi constituido de sessdes de natagdo de uma hora por dia, cinco
dias por semana, durante sete semanas. Os autores constataram que o treinamento ndo teve
impacto sobre a reposicdo nutricional, visto que ndo houve diferencas metabdlicas ou
somaticas entre animais recuperados em presenca ou auséncia do treinamento.

O estado nutricional e a intensidade do treinamento fisico foram parametros
avaliados quanto a quantidade, os tipos e a funcionalidade de células do sistema imune.
Este tipo de estudo foi fundamentado pela avaliacdo semanal do protocolo de TFM e TFl,
caracterizados em: antes do inicio do protocolo de treino ou referéncia basal (To); na 12
semana de treino ou quebra da homeostase (T1); da 22 a 32 ou periodo de transi¢do entre a
quebra da homeostase e a estabiliza¢do do treino (T, a T3) e da 42 a 62 semana ou inicio do
periodo de adaptacdo (T4 a Tg).

A deficiéncia nutricional esta comumente associada com o prejuizo na resposta
imune. Essa resposta é dependente de replicacdo celular e da sintese de compostos
protéicos ativos (KAMINOGAWA e NANNO, 2004). Mesmo que haja reposicdo
nutricional do individuo apés um periodo de desnutricdo, ndo se pode garantir que suas
funcdes organicas retornem as condigdes anteriores a desnutricdo, j& que ainda ndo se
conhece bem o comportamento do organismo frente a essas situacdes (LATORRACA et al,
1998; VOLTARELLI e MELLO, 2008). No estudo de Porto et al (2006), desnutricdo
precoce mesmo seguida, de longo periodo de reposicdo com dieta normoproteica, na vida
adulta, alterou o nimero de leucdcitos. O grupo desnutrido apresentou valores reduzidos
em comparagdo ao grupo que ndo sofreu desnutricdo. O mesmo ndo ocorreu neste estudo,
em que antes do inicio do TFM e TFI os valores, tanto de leucdcitos totais quanto das
contagens dos diferentes tipos de leucdcitos, foram semelhantes para todos os grupos,
mostrando que, neste caso, a reposicdo nutricional foi bastante efetiva. Uma explicacdo
plausivel poderia ser o fato de que a dieta utilizada (caseina) tenha sido mais agressiva, em

termo da resposta celular, comparada a utilizada no presente estudo.



Apls a 12 semana de treinamento (T1), durante o TFI, os valores de todas as
variaveis foram acima dos niveis basais para o grupo nutrido, e no grupo desnutrido, as
células tiveram aumento dos seus niumeros para os linfocitos, os neutrofilos e os mondcitos
podendo estas alteragdes ser consideradas como quebra na homeostase orgéanica dos
animais (DIAS et al, 2007). Com relagdo ao numero total de leucécitos, o grupo DTI foi
mais responsivo, apresentando niveis mais elevados que o controle e NTI, mostrando que o
treinamento atenuou as alteracBes induzidas pela desnutricdo apenas nesse periodo. O
mesmo ndo aconteceu durante o TFM, talvez porque neste periodo, a duracdo ou a
intensidade do treinamento tenham sido insuficientes para desencadear respostas nessas
variaveis.

Neste periodo de quebra da homeostase organica pode se observar respostas
semelhantes as de um treinamento agudo, podendo ser entendidas como uma resposta ao
estresse, como por exemplo, cirurgias, traumas, queimaduras e processos infecciosos que
induzem um modelo de resposta hormonal similar aquele que ocorre durante o exercicio
fisico (PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000). Essas respostas podem alterar a
contagem, redistribuicdlo e a capacidade funcional de algumas células (GREEN;
CROAKER e ROWBOTTOM, 2003). Durante o exercicio agudo ocorrem profundas
mudancas no numero e distribuicdo relativa dos diferentes leucocitos circulantes, porem,
estas mudancas séo transitdrias, voltando aos niveis de repouso em aproximadamente 24
horas depois do exercicio (NIEMAN, 1991; VAN EEDEN et al, 1999; MACKINNON,
2000; GLEESON, 2007 ). Entretanto, existe evidéncia consistente de que o treinamento
intenso agudo altera varias das fungdes da célula efetora imune, embora o numero destas
possa permanecer constante. Para Garrett e Kirkendall (2003) durante este periodo, o
treinamento moderado parece ter pequeno ou ndo apresentar efeitos nestes parametros
imunes.

Da 2% a 42 semana de treinamento (T, a T4), considerado o periodo de transicao
entre quebra da homeostase e estabilizagdo ao treinamento fisico, ocorreram altera¢fes na
contagem de linfocitos e mondcitos apenas para o grupo NTM, mostrando a influencia da
mudanca de carga de 1% a 2% do peso corporal nestes parametros durante o TFM.
Segundo Garrett e Kirkendall (2003) o exercicio induz a leucocitose, mas a extensao desta
depende da intensidade e da duracdo do exercicio. Alguns estudos mostram que a atividade

fisica pode favorecer modificagdes na concentracdo e na propor¢do dos leucdcitos



polimorfonucleares, nas células matadoras naturais (natural killer) e nos linfocitos
(SHEPHARD e SHEK, 1999; RIS@Y et al, 2003). Se considerarmos que 0s mondcitos sdo
precursores dos macréfagos responsaveis pela fagocitose, 0 aumento do nimero destas
celulas pode representar uma adaptagdo importante na defesa do organismo treinado
(GARCIA et al., 2000).

O grupo DTM ndo apresentou resposta significativa ao treino, talvez porque, neste
periodo de transicdo, o TFM aliado a reposi¢do nutricional ndo tenha influenciado na
dindmica dessas células. Porém, as mudancas significativas ocorreram profundamente
durante o TFI, tanto para o grupo nutrido quanto para o desnutrido, em que ambos
apresentaram valores de leucdcitos maiores em comparacdo ao controle. Segundo Barriga
et al (1993), a leucocitose encontrada logo apds o exercicio, € desencadeada pelas
catecolaminas e os glicocorticoides, que provocam alteragdo tanto na redistribuigdo, quanto
na diminuicdo da adesdo das células leucocitarias nos tecidos, aumentando assim a
liberacdo destas células para a corrente sanguinea.

O exercicio com intensidade entre 70-85% do VO2max, induz a perturbacdo
bifasica na contagem dos leucdcitos circulantes. Imediatamente ap0s o0 exercicio, 0s
leucdcitos totais podem aumentar em taxas de 50-100%. Apos 30 minutos de recuperacéo,
a contagem de linfocitos comega a diminuir para valores entre 30-60% abaixo dos valores
basais, permanecendo baixas por 3-6 horas (PERDESEN et al, 1998). O que ndo ocorreu
neste estudo, em que nessa fase de transi¢do, durante o periodo de recuperagdo apds 24
horas do treino, os valores dos linfécitos permaneceram aumentados, como também dos
neutréfilos, e dos mondcitos. Estes resultados sugerem a ocorréncia de adaptacdo ao
treinamento intenso, durante o periodo de seis semanas, associado ou ndo a reposicdo
nutricional, o que provavelmente poderiam estar relacionado a diminuicdo dos efeitos
imunossupressivos causados por esta situacdo de estresse fisiolégico (WANNAM et al.,
1997).

O aumento de neutrofilos, durante o TFI, pode ser explicado pelo estudo de Costa
Rosa e Vaisberg (2002), em que a neutrofilia vista logo apds o exercicio é decorrente da
marginacdo provocada por alteracfes hemodinamicas, associada a acdo de catecolaminas.
Vérias horas ap0s o exercicio ocorre um segundo pico de neutrofilia, consequente a
mobilizacdo de células da medula Gssea em resposta & elevacdo das concentracGes

plasmaticas de cortisol. Os trabalhos apontam que o exercicio ocasiona uma série de



mudancas na populacdo de neutréfilos a curto e a longo prazo (LEITAO, 2006). No
entanto, mesmo frente a estimulo de alta intensidade, a resposta de neutrofilos se mantém
ou até mesmo se mostra aumentada (PEAKE et al, 2004). Esse resultado difere dos
resultados encontrados por Mins (1994) que encontrou uma diminui¢do dos neutrofilos
logo ap6s uma corrida de endurance.

Da 4% a 62 semana de treinamento (T4 a Ts), considerado inicio do periodo de
adaptacdo, as alteracbes foram estatisticamente significativas para 0S grupos que
participaram do TFM, e essas alteragdes s6 apareceram a partir da 42 semana de treino para
0 nutrido e a partir da 5* semana para o desnutrido. Entretanto, algumas células responderam
apenas na ultima semana, como linfécitos e eosindfilos. E possivel que as respostas tenham
ocorrido pela acdo do TFM, o qual, aliado a reposicdo nutricional, induziu possiveis
adaptacOes fisioldgicas para estas células. Esses mecanismos parecem estar associados a
adaptacGes quantitativas destas células decorrentes do exercicio fisico regular (BACURAU
et al, 2000).

Nesse periodo, a leucocitose observada durante o periodo de recuperacéo foi devida
quase inteiramente ao aumento do nimero de neutrofilos a partir da 42 semana para 0 grupo
nutrido e 5% semana para o desnutrido. Segundo Rowbottom e Green (2000), esta neutrofilia
é parcialmente decorrente do aumento da concentracdo de corticosterdides, que induzem a
liberagcdo de neutrofilos, a partir da medula 6ssea, e diminuem o egresso destas células
oriundas da circulagao sistémica.

O grupo desnutrido apresentou respostas mais retardadas que o nutrido,
respondendo com aumento apenas de alguns tipos de células na ultima semana. Esses
resultados séo discordantes de outro estudo em que aumento na contagem de linfécitos foi
observado a partir da 12 semana de treino para o grupo desnutrido, submetido a oito semanas de
TFM, em esteira rolante (VIANA, 2008), ressaltando que no presente estudo houve
diferenca quanto ao tipo de treino, natacdo e periodo, de seis semanas de treino. Para
Hermini et al, (2002), foi preciso um programa de treinamento moderado de 10 semanas
para que o nimero de linfocitos tivesse um aumento significativo. Talvez se o periodo de
treinamento fosse maior que seis semanas, as respostas a esse tipo de treino teriam sido
mais significativas.

Entretanto, durante o TFI, nesta fase de adaptacdo, ambos os grupos que treinaram

apresentaram tendéncia a reduzir as contagens total e diferencial das células, mesmo sem



diferenca com significancia estatistica, quando se compara as primeiras semanas de treino,
embora sempre maiores que as contagens de células do controle. Essa reducdo foi
encontrada nos linfocitos, neutréfilos e mondcitos. E possivel que essa reducéo tenha sido
associada ao aumento dos niveis de cortisol apds um exercicio de longa duracdo (WEIKER
e WERLE, 1991; RIS@Y et al, 2003). Mars et al (1998) verificaram que o exercicio fisico
intenso de longa duracdo parece induzir apoptose de linfécitos decorrente do aumento dos
niveis de cortisol. Os efeitos do aumento da concentragdo do cortisol podem estar
relacionados a imunossupressdo evidenciada ap0Os treinamentos exaustivos ou exercicios
fisicos intensos de longa duracéo.

Outra explicacdo possivel seria a da transicdo de condigcdes aerdbicas para
anaerdbicas em decorréncia do aumento da carga de 4% para 5%, 0 que proporciona
aumento do metabolismo e maior consumo de oxigénio, induzido pelo exercicio intenso,
decorrente do desempenho fisico, da fadiga muscular e dos danos musculares (KONING et
al, 2001), promovendo alteracdo do sistema imune (VIDER et al, 2001). Segundo
Rowbottom e Green (2000), a magnitude destes fenbmenos é dependente da intensidade,
duracdo e tipo de exercicio. Embora essas alteracdes ndo tenham tido significancia
estatistica, talvez o tempo de treinamento reduzido ou até mesmo a intensidade insuficiente,
tenha feito com que o protocolo utilizado ndo tenha surtido o efeito esperado em ratos, ndo
atingindo o nivel de estresse fisico (overtraining), capaz de causar reducdo de resposta
imune.

Em alguns estudos, Neto (1999) diagnosticou que exercicios intensos e de curta
duracdo ampliam a participacdo dos leucdcitos circulantes numa relagdo diretamente
proporcional a intensidade e que durante um esforgo fisico aerdbio realizado a 60% da
capacidade aerébica maxima, ocorrerd elevagdo do numero total destas células, entretanto,
em estudos realizados por Rogatto e Luciano (2002), os animais do grupo submetido a 6
semanas de treinamento ndo apresentaram diferencas significativas quanto ao nimero total
de leucdcitos, quando comparados aos ratos do grupo controle.

A maioria dos trabalhos investigando exercicio fisico e imunidade trata dos efeitos
do exercicio sobre a capacidade do organismo em desenvolver uma resposta imunoldgica.
Pedersen e Hoffman-goetz (2000) demonstraram supressdo da funcdo dos linfocitos ap6s o
exercicio extenuante. Este mesmo achado foi também demonstrado por Nieman (1996), que

relatou que a quantidade de linfocitos s6 se normalizou 21 horas ap6s a maratona. Contudo,



todos estes dados foram obtidos em situagcdes agudas do exercicio, ou seja, imediatamente
apos a execucdo do exercicio. O estudo em questdo teve como um dos objetivos abordar os
efeitos das alteragBes provocadas pelo exercicio crénico, analisando as respostas por
semana do treinamento relacionando-o ao To.

Em alguns aspectos, dependendo da duragdo, da intensidade e do carater agudo ou
cronico, o exercicio fisico pode ou ndo estimular a resposta imunolégica (LEANDRO et al,
2002). O sistema imune tem uma resposta composta por células e moléculas soluveis que,
em cooperacdo, protegem o organismo e asseguram a homeostase organica local e
sistémica a depender dos estimulos recebidos. Uma das principais células responsaveis por
esta cooperagdo celular e responsaveis pela primeira linha de defesa do sistema
imunolégico é o macrofago (ABBAS e LICHTMAN, 2007).

Com respeito a influéncia do exercicio fisico sobre a funcdo dos macrofagos, varios
pesquisadores tém relatado que o exercicio pode induzir aumento da quimiotaxia, da
aderéncia e da fagocitose destas células ap6s um unico exercicio. (SUGIURA, 2001). No
presente estudo, o TFM induziu um aumento na taxa de fagocitose nos grupos treino em
relagio ao controle. Corroborando com o estudo de Nascimento et al (2004) que
observaram em ratos treinados (6 semanas de natacdo), um aumento na taxa de fagocitose
de macrdfagos. O trabalho de Woods et al (2000) demonstrou uma resposta similar ao
estudar macréfagos peritoniais de ratos treinados.

A reposicao nutricional (RN) aliada ao TFM determinou boa resposta fagocitaria no
grupo de animais desnutridos, embora, os valores tenham sido menores quando comparados
aos valores do grupo nutrido. Estes resultados concordam com o estudo de Porto (2006), os
autores evidenciaram valores mais elevados para o grupo nutrido e treinado quando
comparados aos do grupo desnutrido e treinado. Porem, esses achados diferiram do estudo
de Viana (2008), que observou aumento da taxa de fagocitose no grupo desnutrido, que
obteve valores expressivos tanto em relagcdo ao seu controle, quanto ao nutrido, a ponto de
ndo existir a diferenca entre esses grupos treinos, mostrando efeitos da reposicdo
nutricional aliada ao TFM. Os resultados encontrados podem estar relacionados as variaveis
experimentais envolvidas no estudo, tais como: diferentes protocolos de treino utilizados,
aos diferentes tipos de células estudadas, aos diferentes tipos de estimulos empregados e
aos diferentes tempos de cultura dos macrofagos (FEHR et al, 1989).



Da mesma forma que linfocitos, macréfagos sdo afetados de maneiras diversas pelo
exercicio fisico. Sua capacidade fagocitaria e de combate a microrganismos e células
tumorais pode ficar seriamente afetada em individuos submetidos a atividade fisica
extenuante, particularmente de longa duracdo (WOODS et al, 2000; PEDERSEN et al.,
2001). Neste estudo encontrou-se reducdo da taxa de fagocitose nos grupos que
participaram do TFIl, o que de fato vai de encontro com a literatura que aponta o
treinamento intenso como um estimulo imunossupressor (NIEMAN, 1996).

A desnutricdo protéica cronica pode afetar de maneira global ou parcial, a funcéo e
0 metabolismo das células efetoras que compdem a resposta imune, entre elas, 0s
macrofagos alveolares. Estes sdo responsaveis pelo mecanismo de defesa local pulmonar
(DELVES e ROITT, 2000) tendo como um dos mecanismos principais a producdo de
reativos de oxigénio como o éxido nitrico (NO). Esse radical derivado do oxigénio é um
dos mais potentes agentes microbicidas (DUSSE et al, 2003). Neste estudo, a producédo
deste radical, NO, pelos macréfagos alveolares ndo foi diferente em ratos do grupo
desnutrido ap6s o TFM, corroborando com os estudos de Porto (2006), utilizando 0 mesmo
desenho experimental.

O NO desempenha um papel chave na atividade microbicida de macréfagos contra
patdégenos microbianos (DURNER et al, 1999; DUSSE et al, 2003) podendo desempenhar
acdo benéfica ou maléfica, a depender da concentragdo ou da depuragdo tecidual (RUAN e
PETER, 2004). No caso de doencas autoimunes e situacdes de sobrecarga exageradas do
organismo, o NO encontra-se em concentragdes elevadas, sendo toxicas para as células do
organismo (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).

Vérias pesquisas afirmam que o exercicio fisico esta associado a estimulagdo da
producdo de NO (JUNGERSTEN et al, 1997; CROIX et al, 1999; HIGASHI e
YOSHIZUMI, 2004). Periodos de exercicio intenso podem aumentar o estresse oxidativo
devido & hipdxia e reoxigenacdo temporérias, que ocorrem no musculo exercitado em
funcdo das contragbes e relaxamentos estabelecidos ciclicamente (SCHNEIDER e
OLIVEIRA, 2004). Os danos associados ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio
intenso estdo relacionados com a diminuigdo do desempenho fisico, fadiga muscular, danos
musculares e até a sindrome de sobretreinamento (KONING et al, 2001) promovendo
alteracdo do sistema imune (VIDER et al, 2001). Neste estudo, o TFI aumentou a producéo

de NO para niveis muito elevados no grupo nutrido em relacdo aos outros grupos. Esse



aumento excessivo pode estar associado ao aumento do metabolismo e do consumo de
oxigénio resultantes de exercicios de alta intensidade e extenuantes (DROGE, 2002; URSO
e CLARKSON, 2003). No grupo desnutrido, houve aumento na producdo de NO ap0s o
TFI, embora, os valores ndo tenham sido tdo elevados como no grupo nutrido.

Assim, varios estudos apontam os exercicios fisicos como sendo capazes de
promover mudancas em Vvarias fun¢es do organismo humano e de ratos. As pesquisas
publicadas, até o momento, que versam sobre a avaliacdo da influéncia dos exercicios
fisicos sobre o sistema imunolégico mostram discrepancias de resultados, talvez por
envolver vérios fatores, entre eles: a utilizacdo de protocolos de treinamento fisico
diferentes, a variacdo da duracéo e da intensidade dos exercicios, além da multiplicidade de
testes utilizados. Entdo, faz-se necessario a realizacdo de estudos para preencher lacunas

existentes nos pesquisas realizadas até o0 momento.



7. CONCLUSOES

A desnutricdo imposta na fase do aleitamento acarretou uma reducdo do peso
corporal dos ratos. Essa reducéo vai desde o quinto dia de vida pos-natal até a idade adulta
do animal.

Os treinamentos fisicos moderado e intenso ndo foram capazes de induzir perda e
nem ganho de peso nos grupos desnutridos, mantendo-se sempre menor em relacdo aos
nutridos.

O treinamento fisico moderado foi capaz de elevar o nimero total e diferencial de
leucOcitos para o grupo nutrido e desnutrido. Embora, esse efeito benéfico para o
desnutrido foi mais retardado, sendo que algumas células apenas responderam na ultima
semana de treino.

O treinamento fisico intenso proporcionou aumento inicial da contagem total e dos
diferentes tipos de leucdcitos, tanto para o grupo nutrido quanto para o desnutrido. Porém,
houve reducdo do numero dessas células ao final do treinamento para ambos 0s grupos,
chegando a igualar aos valores do grupo controle.

O treinamento fisico moderado aumentou a producdo de Oxido nitrico pelos
macrofagos alveolares apenas para o grupo nutrido. Enquanto que, no treinamento intenso
esse aumento foi encontrado em ambos 0s grupos treinados, nutridos e desnutridos, sendo
que os niveis foram mais elevados para o grupo nutrido treino.

O treinamento moderado proporcionou aumento da taxa de fagocitose nos grupos

treino, enquanto que no treinamento intenso houve reducdo desta taxa nesses animais.



8. PERSPECTIVAS

O presente estudo suscitou o0 interesse para investigacoes adicionais sobre a desnutri¢cdo
precoce e o exercicio fisico agudo e cronico. Estas situagdes poderdo ser estudadas

avaliando-se:

e Producdo de superdxido pelas células fagocitarias;

e Indice de adesividade dessas células;

e Niveis de citocina pré-inflamatorias em macréfagos cultivados;

e Analise de subpopulaces linfocitarias;

e Analise da microbiota oral de ratos neonatos e idosos;

e Glicogénio muscular e &cido latico nas diferentes situacfes de treinamento;

e Analise da concentragdo de hormoénios envolvidos no eixo HPA como

corticosterona e horménio do crescimento.
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10. ANEXOS

Trabalhos desenvolvidos durante o curso.
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Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “DESNUTRIGAO NEONATAL E TREINAMENTO FiSICO MODERADO E
INTENSO EM MECANISMO DE DEFESA DE RATOS ADULTOS”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questado do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,

boe Can

r’mf.?iﬁme Cameiro do Nascimento
Presidente CEEA
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REPERCUSSAO DA DESNUTRICAO NEONATAL E/OU TREINAMENTO FiSICO MODERADO NA
CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS EM RATOS ADULTOS

Delmondes, G. M. B.*2, Prado, 1. J. do*?, Oliveira, D. C. de', Viana, M. T.}, Andrade, M. do A.}, Castro, C. M. M.
B. de'?
2 Universidade Federal de Pernambuco, UFPE
Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cid. Universitaria, Recife-PE, CEP: 50670-901
! Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, LIKA
Campus Universitario, Cidade Universitaria, Recife - PE - Brasil ,CEP: 50670-901

Objetivos

Analisar o efeito da desnutricdo e/ou do treinamento fisico moderado sobre a contagem total de leucdcitos do
sangue periférico.

Métodos e resultados

utilizou-se 22 ratos machos, da linhagem Wistar, no periodo de aleitamento, em que foram divididos em dois
grupos: Desnutrido amamentados por maes alimentadas com a dieta hipoprotéica (Dieta Basica Regional, com
7,87% de proteina) e o grupo Nutrido amamentados por maes submetidas a dieta normoprotéica (Labina, com 23%
de proteinas mistas). Aos 60 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida a treinamento fisico,
constituindo os grupos: Nutrido (N), Nutrido treino (NT), Desnutrido (D) e Desnutrido treino (DT). O treinamento
fisico foi através da natacdo (6 semanas/ 5 dias/semana; 45 min/dia), com aumento progressivo da carga conforme o
peso corporal, até atingir um maximo de 3%. A cada semana (t0 a t6), 24 horas apds o ultimo dia de treinamento foi
coletada amostra sanguinea periférica para contagem de leucdcitos. Os dados foram automatizados pelo laboratorio
do Hospital das Clinicas (ULAB- HC- UFPE). Para analise estatistica foi utilizado teste T de Sudent ou ANOVA
seguida de Tukey, com p<0,05.0s resultados foram expressos em media e desvio padrdo(média + DP). O grupo
DT apresentou uma reducdo significativa (p=0,028) do nimero de leucdcitos apds a 12 (t1 - 13,08+1,79) e a 42 (t4 -
10,98+2,18) semana em relagdo ao inicio do treino (15,1+1,94) Enquanto que no grupo NT houve um aumento
significativo em todos os tempos (t1 — 10,6 + 1,04, p=0,005; t2 -13,5 + 1,37, p=0,005; t3 -12,3 £ 2,47, p=0,012; t4 —
11,9 £1,07, p=0,034; t5 -12,7 + 1,00, p=0,018 e t6 — 12,3 £+ 1,11, p=0,028) quando comparados ao inicio do treino
(7,65 = 1,32). O grupo NT apresentou valores de leucécitos maiores (p=<0,001) que o DT apenas em t0 (15,1 +
1,94 versus 7,65 * 1,32) e ap6s a 12 semana (13,08 + 1,79 versus 10,6 + 1,04).

Conclusao

A DBR, enquanto modelo de desnutrigdo, atingiu o objetivo de promover o retardo do ganho ponderal e da resposta imune do grupo DT,
no entanto o treinamento fisico moderado ndo foi capaz de melhorar a resposta imune, apresentando efeito positivo apenas no grupo NT.
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INFl_UENCIA DO TREINAMENTO FI'SIC'O MODERADO DE NATACAO SOBRE A
PRODUCAO DE OXIDO NITRICO POR MACROFAGOS ALVEOLARES DE RATOS ADULTOS
DESNUTRIDOS PRECOCEMENTE.

Prado, I. J. do, Delmondes, G. M. B., Sampaio, B., Viana, M. T., Andrade, M. do A., Castro, C. M. M. B.
de
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO, UFPE
Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universirtaria, Recife - PE - CEP:50670-901

Objetivos

Analisar a influéncia do treinamento fisico moderado sobre a producdo de éxido nitrico por macréfagos
alveolares de ratos adultos desnutridos precocemente.

Métodos e resultados

Foram utilizados 12 ratos machos, da linhagem Wistar, provenientes da colénia do Departamento de
Nutricdo, da Universidade Federal de Pernambuco. No periodo de aleitamento, os animais foram
amamentados por méaes alimentadas com a dieta hipoprotéica (Dieta Béasica Regional, com 7,87% de
proteina). Ap6s o desmame, utilizou-se dieta Labina (Purina do Brasil S/A) e agua ad libitum, para
recuperacdo nutricional. Aos 60 dias de vida, metade dos animais foi submetida ao treinamento fisico
moderado (TFMN). O treinamento fisico foi através da natacdo (6 semanas/ 5 dias/semana; 45 min/dia),
com aumento progressivo da carga conforme o peso corporal, até atingir um maximo de 3%. Apos 0
periodo de TFMN, os animais foram submetidos a traqueostomia para obtencdo dos macréfagos do lavado
broncoalveolar (LBA). O LBA foi centrifugado (10 min. a 470 giros), obtendo-se um precipitado de células
que foram ressuspendidas em meio de cultura (RPMI 1640) suplementado com soro fetal bovino inativado a
3%, penicilina 100U/mL, estreptomicina -100 pug/mL e anfotericina B-0.25 pg/mL. Estas células foram
distribuidas em uma densidade de um milhdo células/mL/poco na placa de cultura. Apos 1h de adesdo
celular a 37 °C, em estufa com atmosfera Umida e 5% CO,, a partir do sobrenadante das células estimuladas
in vitro com LPS (10 ug/mL), avaliou-se a producdo de Oxido Nitrico (NO) utilizando para isto o reagente
de Griess. Os resultados foram expressos em media e desvio padrdo(média + DP). A producdo de oxido
nitrico (NO) foi maior (p = 0,031) no grupo treinado (26,59 + 11,89) do que no grupo controle (18,81
+12,53). Para analise estatistica foi utilizado teste T de Sudent ou ANOVA seguida de Tukey, com p<0,05.

Concluséao
O TFMN induziu melhoras na producdo de NO por macréfagos alveolares em ratos que foram submetidos a

desnutricdo neonatal.
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Objetivos

Avaliar o impacto do treinamento fisico moderado sobre o perfil leucocitario em ratos adultos.

Métodos e resultados

Foram analisados 12 ratos machos Wistar do biotério do Departamento de Nutrigdo-UFPE,
mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Aos 60 dias de vida, metade dos animais foi
submetida a treinamento fisico moderado (T) apds prévia adaptacdo. O treinamento fisico foi
através da natacdo (6 semanas/ 5 dias/semana; 45 min/dia), com aumento progressivo da carga
conforme o peso corporal, até atingir um maximo de 3%. Para controle, 0s animais ndo treinados
foram mantidos numa caixa plastica, contendo agua suficiente para manter apenas as patas
imersas. Vinte e quatro horas ap6s o ultimo treino, coletou-se um pequena aliquota de sangue
(0,5mL) da calda dos animais para a contagem total e diferencial de leucdcitos, os dados foram
automatizados pelo laboratério do Hospital das Clinicas (ULAB- HC- UFPE). A avaliacdo foi
realizada apos o treinamento de cada semana até a uUltima semana (t6). Os resultados foram
expressos em média e desvio padrdo (média £ DP). Em t6, o grupo T apresentou aumento dos
Neutrofilos (44,55 + 11,12 versus 4,06 + 1,25, p= <0,001) e dos Eosinofilos(4,26 + 0,90 versus
1,17 £ 0,67, p=0,002) quando comparada com a 12 semana (t0). O grupo T apresentou valores
dos Eosindfilos significativamente maiores em relagdo ao controle apenas apds a 22 e 3% semanas
(t2 — 25,0 £ 1,02 versus 13,2 + 5,8, p=0,034; t3 — 26,5 + 6,3 versus 15,4 £ 7,7, p=0,022), e
valores de Neutréfilos maiores na 28, 4% e 6% semanas(t2 — 30,56 + 5,6 versus 20,16 + 9,6,
p=0,045; t4 — 44,31 = 13,28 versus 25,8 £ 9,0, p=0,018; t6 — 44,55 + 11,12 versus 30,93 £ 7,3,
p=0,032). Para analise estatistica foi utilizado teste T de Sudent ou ANOVA seguida de Tukey,
com p<0,05. Os valores dos mondcitos, linfocitos e basofilos ndo tiveram diferenca significativa
entre 0s grupos.

Conclusao

O treinamento fisico moderado promove aumento da producdo Neutrdfilos e Eosindfilos, favorecendo a resposta
imune. Estudos posteriores serdo necessarios para avaliar as alteracdes de outras células linfocitarias frente a um
processo infeccioso-inflamatorio.
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