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RESUMO

O Oleo de Figado de Tubardo (OFT) é um nutracéutico conhecido por suas
propriedades imunoestimulatérias. Paralelamente, estudos afirmam que o exercicio
fisico € capaz de influenciar na atividade do sistema imunitario, especialmente o
exercicio intenso, cada vez mais procurado por pessoas de diferentes as idades por
poder ser realizado em curto periodo de tempo. Nesse sentido, o presente trabalho
tem por objetivo avaliar os parametros imunitarios e metabdlicos de animais de
diferentes faixas etarias suplementados ou ndo com OFT e submetidos a exercicio
croénico intervalado de intensidade progressiva. Para isso, ratos Wistar machos de
90, 120, 180 e 210 dias de vida foram separados em quatro grupos (9
animais/grupo): S (sedentarios e ndo suplementados), S+OFT (sedentarios e
suplementados com OFT, 1g/kg de peso corpéreo), Ex (exercitados e né&o
suplementados), e Ex+OFT (exercitados e suplementados). Os animais dos grupos
exercitados (Ex e Ex+OFT) foram submetidos a trés sessdes semanais de exercicio
intervalado de intensidade progressiva em esteira ergométrica adaptada para ratos,
durante 8 semanas. Ja os integrantes dos grupos suplementados (S+OFT e
Ex+OFT) receberam diariamente OFT durante 8 semanas. Todos os animais foram
eutanasiados 48h depois da ultima sessdo de exercicio, e foram coletados plasma
para avaliacdo de glicemia, colesterolemia e triacilglicerolemia, neutrofilos do
sangue, macrofagos da cavidade peritoneal e linfocitos de linfonodos mesentéricos.
Observou-se que a suplementagdo com OFT ou o exercicio foram capazes de
reduzir glicemia e colesterolemia, sem interferir na triacilglicerolemia. A
suplementagao nao alterou ou reduziu a funcionalidade de macrofagos e neutrdfilos,
enquanto que elevou a proliferacdo linfocitaria em algumas das faixas etarias
estudadas. Dependendo da faixa etaria, o exercicio: ndo alterou ou aumentou a
funcionalidade de macréfagos; nao alterou ou diminuiu a de neutrdfilos, sendo
observado aumento da capacidade de producdo de espécies reativas de oxigénio
por essas células; e elevou a proliferagao linfocitaria apenas em animais de 210
dias. De forma geral, é possivel afirmar que o exercicio intervalado de intensidade
progressiva ndo suprimiu a fungado imunitaria no trabalho em pauta, promovendo
elevacao da funcionalidade de macréfagos e linfécitos T. A suplementacao com OFT
na dose escolhida ndo promoveu efeito estimulatério sobre as células da imunidade
inata estudadas, mas sim sobre linfécitos. As respostas metabdlicas e imunitarias
variaram dependendo da faixa etaria dos individuos.

Palavras-chave: 6leo de figado de tubardo, exercicio fisico, exercicio crénico,
imunidade.



ABSTRACT

Shark Liver Oil (SLO) is a nutraceutical known for its immunostimulatory properties.
At the same time, studies indicate that physical exercise is capable of influencing the
activity of the immune system, especially the intense exercise, increasingly sought
after by people of different ages because it can be performed in a short period of
time. In this sense, the present work aims to evaluate the immunity and metabolic
parameters of animals of different age groups supplemented or not with SLO and
submitted to chronic interval exercise of progressive intensity. For this, male Wistar
rats of 90, 120, 180 and 210 days of life were separated into four groups (9
animals/group): S (sedentary and not supplemented), S + SLO (sedentary and
supplemented with SLO, 1g/kg of body weight), Ex (exercised and not
supplemented), and Ex + SLO (exercised and supplemented). The animals of the
exercised groups (Ex and Ex + SLO) underwent three weekly sessions of interval
exercise of progressive intensity on treadmill adapted for rats, during 8 weeks. The
members of the supplemented groups (S + SLO and Ex + SLO) received SLO daily
for 8 weeks. All animals were euthanized 48 hours after the last exercise session,
and plasma was collected for evaluation of blood glucose, cholesterolemia and
triacylglycerolemia. Blood neutrophils, peritoneal cavity macrophages and
lymphocytes of mesenteric lymph nodes were also collected. It was observed that
SLO supplementation or exercise were able to reduce glycemia and cholesterolemia,
without interfering with triacylglycerol levels. The supplementation did not alter or
reduce the functionality of macrophages and neutrophils, while it increased
lymphocyte proliferation in some of the studied age groups. Depending on the age
group, exercise: did not alter or increase macrophage functionality; did not alter or
decrease neutrophils functionality, being observed an increase in the production
capacity of reactive oxygen species by these cells; and increased lymphocyte
proliferation only in the group aged 210 days. In general, it is possible to affirm that
the interval exercise of progressive intensity did not suppress the immune function in
this work, promoting elevation of the functionality of macrophages and T
lymphocytes. The supplementation with SLO at the chosen dose did not promote
stimulating effect on the innate immunity cells studied, but on lymphocytes. Metabolic
and immune responses varied depending on the age range of individuals.

Key words: Shark liver oil, physical exercise, chronic exercise, immunity.
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1 INTRODUGAO

1.1 OLEO DE FiGADO DE TUBARAO

O dleo de figado de tubardo (OFT) é a principal fonte natural de
alquilglicerdis, e também apresenta em sua constituicdo, acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs — Polyunsaturated Fatty Acids). Com a popularizagdo dos
nutracéuticos, o oleo de figado de tubardo tem sido utilizado como adjuvante no
tratamento de doencgas tais como cancer (DAVIDSON et al, 2007). Seu uso para tal
finalidade se da pela demonstrada agao imunoestimulatéria, bem como acéao
antitumoral (IAGHER et al, 2013). Tais beneficios tém sido atribuidos as moléculas
de alquilgliceréis (AKG), as quais constituem cerca de 20 a 50% do conteudo lipidico
do OFT (BORDIER, SELLIER, FOULCAULT et al, 1996; PEDRONO, CHEMINADE,
LEGRAND, 2004).

Os alquilglicerois sao estudados desde as primeiras décadas do século XX, e
seus primeiros beneficios foram observados em casos de leucemia infantil na
década de 1950, quando foi verificada sua capacidade de atenuar leucopenia e
trombocitopenia provocadas pela radiagao (BROHULT, HOLMBERG, 1954).

Alquilgliceréis sao um grupo de lipidios de ocorréncia natural compostos por
uma cadeia hidrocarbdnica unida por ligagao do tipo éter a uma hidroxila do glicerol,
mais especificamente na posicdo sn-1. Os alquilgliceréis mais comuns sao os
alcoois quimil (hexadecilglicerol, 16 atomos de carbono, cadeia saturada), batil
(octadecilglicerol, 18 atomos de carbono, cadeia saturada) e selaquil
(octadecenilglicerol, 18 atomos de carbono, uma dupla ligagdo) (HALLGREN,
LARSON, 1962). De forma geral, os dois grupamentos hidroxila restantes do glicerol
sao substituidos por acidos graxos de cadeia longa, saturada ou polinsaturada, nas
posicdes sn-2 e sn-3, dando origem aos alquildiacilgliceréis (BROHULT, BROHULT,
BROHULT, 1978).

Sabe-se que, em mamiferos, os alquilgliceréis sao altamente (>90%)
absorvidos pelo trato digestorio sem que as enzimas locais rompam a ligagao éter,
por conta de sua incapacidade para executar tal funcdo. Depois de absorvidos no

trato gastrointestinal, esses compostos s&do inseridos como precursores de
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fosfolipidios de membrana em praticamente todas as células, além das plaquetas
(WEBER, 1985), formando estruturas denominadas fosfolipideos éteres.

A partir da insergdo nas membranas celulares, esses lipidios podem gerar
compostos modulatérios de sinalizagao celular, tais como analogos de diacilglicerol
(SZOSTAK, SZOSTAK-WEGIEREK, 2005). Os mecanismos celulares pelos quais os
alquilglicerdis atuam ndo sao completamente entendidos, mas acredita-se que seus
efeitos antitumorais advém da interagcdo do 1-O-alquil-2-acilglicerol (analogo ao
diacilglicerol) com a proteina quinase C (PKC) (SHUKLA, 1992; PUGLIESE et al,
1998; ROTH et al, 1996). O aumento nas concentragbes de Ca™ citosdlico esta
envolvido com o desencadeamento de sinal necessario para a ativagao linfocitaria, e
os AKG séo capazes de modular a permeabilidade de canais de Ca™ na membrana
de linfocitos humanos in vitro, elevando o influxo de Ca™ (GROSMAN, 2001;
PEDRONO et al, 2004b).

Ha evidéncias de que o tratamento com alquilgliceréis eleva a atividade
fagocitaria de macréfagos dependente da estimulagdo por linfécitos, indicando o
papel dos alquilgliceréis na comunicagao intercelular, nesse caso (BERDEL et al,
1980).

Os alquilglicerois também demonstraram, in vitro, inibicdo do fator ativador de
plaquetas (PAF), atenuando a ativagao desse fator, o qual participa do crescimento
de células tumorais (GROSMAN, 2001). Outros estudos demonstraram que o OFT
evita o desenvolvimento da caquexia, aumenta a peroxidagao lipidica no tecido
tumoral e que o exercicio fisico potencializa sua capacidade antitumoral, ou seja,
diminui a proliferagado tumoral e aumenta a apoptose em ratos Wistar (KRYCZYK et
al, 2014).

O OFT tem potencial agao sobre os linfécitos, observada pela maior infiltracao
de linfécitos T em tumores murinos, apds a injecéo intraperitoneal de AKG. O
aumento da infiltracdo de linfécitos do tipo CD8*, bem como elevagao da resposta
imune do tipo Th1 foi relatada por HAJIMORADI et al (2009). IAGHER (2008)
também demonstrou o aumento da populagdo de linfécitos CD8+ em tumor de
Walker 256 apds suplementagéo crénica (durante 8 semanas) com OFT de ratos
Wistar. Além disso, foi observada elevagao significativa da capacidade proliferativa
de linfocitos de timo e linfonodos mesentéricos destes animais em comparagao com

animais nao suplementados. Estudos de QIAN et al (2014) também demonstraram
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que os AKG isolados (batil e quimil) foram capazes de modular as respostas imunes,
aumentando a proliferacdo e maturagao de linfocitos de camundongos in vitro. Ainda
em relagcao ao efeito sobre linfocitos, segundo Vitorino et al (2010), a suplementacao
crébnica com OFT proporcionou maior proliferagao de linfécitos do timo e baco de
ratos exercitados (exercicio moderado) e sedentarios.

PALMIERI, PENNELLI e DI CERBO (2014) realizaram estudo envolvendo
suplementacao de pacientes idosos com OFT por 4 semanas, antes da realizacao
de procedimentos cirurgicos para tratamento de diferentes patologias. Observaram
que esta suplementacdo promoveu efeitos imunoestimulatérios notérios em pessoas
idosas com aumento significativo do numero de células brancas no sangue,
particularmente de linfécitos, e da concentragdo de IgG (imunoglobulina G),
melhorando o pos-operatdrio destes individuos.

Nao se tem conhecimento de dados na literatura que apontem diferencas nos
efeitos proporcionados pelo OFT sobre a imunidade de individuos de diferentes
faixas etarias, nem mesmo os efeitos em individuos submetidos cronicamente a

exercicio intervalado de intensidade progressiva.

1.2 EXERCICIO FiSICO

Os termos “exercicio fisico” e “atividade fisica” sdo comumente utilizados de
modo errébneo e intercambiavel em diversas situagées, o que compromete o
entendimento do real assunto a ser discutido como escopo de determinado trabalho
cientifico, artigo em midias sociais ou até mesmo na comunicagao entre profissionais
da area da Educacdo Fisica. E o que disseram Caspersen, Powell e Christenson
(1985), os quais também propuseram que tanto o exercicio, quanto a atividade fisica
possuem caracteristicas comuns, como o envolvimento de movimentos corporais via
musculatura esquelética, além de envolver gasto caldrico e estarem relacionadas
como o nivel de aptidao fisica do individuo. Entretanto, o que propuseram como
diferenca foi, basicamente, o fato de que o exercicio fisico & planejado, estruturado e

repetitivo, o qual possui objetivo de manter ou melhorar a aptidédo fisica e seus
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componentes (for¢a, hipertrofia, resisténcia aerdbica, etc), diferentemente da
atividade fisica.

O exercicio, em particular, também possui suas definicbes, haja vista as
variaveis envolvidas em sua composicao, como a intensidade, frequéncia, tempo de
pratica, coletividade ou individualidade, meio onde €& praticado, etc. O American
College of Sports Medicine (ACSM) define a intensidade do exercicio baseado na
porcentagem da frequéncia cardiaca maxima (%FCM) a que chega o individuo ao
realizar o exercicio. Os exercicios vigorosos em intensidade seriam aqueles que
promovem %FCM de 77% a 93% (e acima), enquanto os exercicios moderados
promoveriam 55 a 76%FCM e os leves, <35%FCM. O ACSM tem alterado esses
intervalos de intensidade desde a 62 (2000), até a 92 (2013) edigdo das Guidelines
for Exercise Testing and Prescription em uma tentativa de apurar cada vez mais
essas definicdbes (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2013).

O exercicio moderado é geralmente proposto como promotor de saude, e as
diretrizes do ACSM e do AHA (American Heart Association) recomendam a pratica
de 30min, na maioria dos dias da semana, de exercicio moderado para beneficios a
saude tais como diminui¢cdo de riscos cardiovasculares, outras doencas crbnicas e
mortalidade (MANLEY, 1996).

Uma das modalidades de exercicio intenso, o exercicio intervalado de alta
intensidade (HIIT - High Intensity Interval Training), tem se destacado por alguns
beneficios particulares, quando comparado ao exercicio moderado. O HIIT se
caracteriza por sessdes curtas de esforco elevado, préximas ao pico de consumo
maximo de oxigénio pelo praticante (VO2max), que promovem, portanto, menor
volume total de exercicio, devido a dificuldade de se manter o trabalho prolongado
nessa intensidade (GIBALA, MCGEE, 2008). Geralmente, é realizado em sessbes
repetitivas, entre as quais existem intervalos, que variam de poucos segundos a
alguns minutos (GIBALA, MCGEE, 2008). Os beneficios do HIIT s&o demonstrados
por trabalhos como Burgomaster et al (2005), no qual o baixo volume de exercicio
(seis sessbes curtas), praticadas por apenas 2 semanas, dobrou o tempo de
capacidade de manutencgédo de exercicio em uma carga fixa submaxima, que foi de
26, para 51 minutos totais, em média. Isso demonstra os efeitos do HIIT sobre a
capacidade aerobica desses individuos. Ademais, sabe-se atualmente, que

exercicios intervalados intensos, como o HIIT e o HIRT (exercicio resistido
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intervalado de alta intensidade) melhoram a composigao corporal, com aumento da
capacidade de oxidacdo lipidica por 14h até 22h apds a sessdo de treino
(TALANIAN et al, 2007; PAOLI et al, 2012). Em relagao as indicagbes do ACSM e
AHA de 30min/dia de exercicios moderados para a promog¢ao da saude, Godin et al
(1994) demonstraram que a maioria dos adultos entrevistados n&o cumpriam essas
indicagbes minimas, sendo a falta de tempo a razdo mais comumente relatada.
Desse modo, os exercicios intervalados intensos agregam outro beneficio, pois
demandam menos tempo para ser executados, em geral. Cabe ainda destacar que,
ao se comparar os exercicios moderados continuos e intensos intervalados
executados em mesmo volume, os exercicios intensos se destacam pela sua maior
capacidade de aumentar a capacidade aerdbica (VO2max) e de diminuir fatores de
risco associados a sindrome metabdlica, como funcdo endotelial, sinalizagao
insulinica em células do tecido adiposo e musculoesquelético, biogénese no tecido
musculoesquelético, diminuigdo da glicemia sérica e da lipogénese no tecido
adiposo (TJINNA et al, 2008).

No entanto, cabe destacar, que segundo o ACSM (2013), as contraindicacdes
para execugao dos exercicios intensos se estendem aqueles individuos com
historico recente de sedentarismo, historico prévio de tabagismo, hipertenséo
arterial, diabetes e pré-diabetes, colesterol sérico elevado e obesidade, para os
quais o0s riscos de agravos coronarianos Sao maiores, em comparagao com

individuos saudaveis.

1.3 SISTEMA IMUNITARIO E EXERCICIO FiSICO

O sistema imunitario protege o hospedeiro contra microorganismos ou
quaisquer substancias capazes de gerar uma resposta imune, os chamados
antigenos (PARKIN, COHEN, 2001).

A resposta imunitaria divide-se em dois tipos, a imunidade inata e a adquirida
(adaptativa). A imunidade inata ocorre de maneira mais rapida e responde de
maneira nao especifica através de fagocitose, liberagdo de mediadores
inflamatorios, ativacdo de proteinas do sistema complemento, sintese de citocinas,

entre outras agdes. Em contrapartida, a imunidade adquirida possui carater mais
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especifico e tardio, atuando através de anticorpos e linfocitos, culminando em
adaptacdo evolutiva a cada exposicdo antigénica. Isso é comprovado pela
diminuicdo da constante de dissociagao (Kd) entre antigeno e anticorpo a cada novo
contato, bem como pelo nivel de anticorpos no soro apds nova exposicado ao
antigeno (PARKIN, COHEN, 2001).

A resposta imunitaria inata € ativada pelos Padrdes Moleculares Associados a
Patéogenos (PMAPs), que sdo substadncias presentes na superficie de
microorganismos, as quais ativam Receptores de Reconhecimento de Padrdes
(RRPs), presentes nas superficies de macrofagos, neutrofilos e células dendriticas
(CRUVINEL et al, 2010). As principais células efetoras da imunidade inata sdo os
macrdéfagos, os neutrofilos, as células dendriticas (fagdcitos) e as natural killer (NK).
Os macrofagos possuem alta capacidade fagocitica e produzem substancias as
quais atraem outras células de protecdo para o sitio de infecgdo em que se
encontram. Os neutrdfilos representam a maior parte dos leucécitos circulantes no
sangue (50-60%) e relacionam-se com a fagocitose (apesar de serem menos
eficientes que o0s macréfagos nesse processo) e sintese de citocinas
imunomoduladoras (SOUZA et al, 2010).

As células que compdem a imunidade adaptativa s&o os linfocitos T e B, os
quais medeiam as respostas a antigenos via producao de anticorpos, e “memoria”
imunoldgica de reinfecgdo. Os linfocitos T se distinguem em dois tipos basicos:
linfécitos T auxiliares e citotoxicos (MESQUITA JUNIOR et al, 2010). Os linfocitos T
citotoxicos sao responsaveis pela destruicdo de antigenos, via citotoxicidade celular.
Os linfécitos T auxiliares subdividem-se em diversos subtipos, os quais sao
responsaveis por producio de citocinas que modulam a resposta das demais células
do sistema imunitario, tanto recrutando agao citotéxica de linfécitos T e macréfagos,
por exemplo, quanto a producdo de anticorpos pelos linfocitos B, supressao da
resposta inflamatoria, entre outras fungcées (HERNANDEZ, 2009).

Apesar das diferencas, esses dois tipos de respostas, inata e adaptativa, atuam
em conjunto e se complementam para que a resposta imunitaria seja eficaz. As
células do sistema imune inato funcionam como células apresentadoras de
antigenos (APCs) e isso caracteriza o elo entre os dois sistemas, de modo que, apds
a apresentacao de antigenos aos linfécitos, as células do sistema imune adaptativo

ativam-se e iniciam sua expansao clonal (CRUVINEL et al, 2010).
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Sabe-se que o exercicio fisico tem influéncia sobre o sistema imunitario e, mais
especificamente, sobre o processo inflamatorio. A resposta aguda ao exercicio pode
envolver, por exemplo, neutrofilia (aumento do numero de neutréfilos séricos),
diminuicdo de células NK (WOODS et al, 2012). Isso tem relagdo com o estresse
térmico, mecanico e oxidativo, que tém como consequéncia danos tissulares
(BUTTERFIELD, BEST, MERRICK, 2006, PEDERSEN, 2006). A pratica cronica de
exercicios fisicos traz beneficios, mas dependendo de sua intensidade também pode
gerar consequéncias indesejadas, inclusive sobre o sistema imunitario (GLEESON,
2007). Muito esforgco tem sido empregado para identificar alteragdes nesse sistema
geralmente com foco em atletas e pessoas idosas, bem como pessoas
imunocomprometidas (SIMPSON et al, 2015).

A comunidade cientifica ainda busca, atualmente, responder com clareza as
lacunas no conhecimento acerca dos beneficios ou custo/beneficio da pratica de
exercicios intensos e moderados e seus efeitos sobre o sistema imunitario. Ha
evidéncias de que o exercicio moderado € benéfico para a funcdo das células de
defesa e que o exercicio intenso, como o HIIT (High-Intensity Interval Training),
atenua a defesa contra infecgbes virais temporariamente em um padrao de curva em
“J” (SHEPHARD, DINUBILE, 1999). O alto volume de exercicio tem potencial de
contribuir com uma possivel imunodepressao crénica, aumentando risco de
infeccoes (PEAKE et al, 1985).

A “Teoria da Janela da Oportunidade” indica que até 72h (3-72h) apés uma
sessdo de treinamento, existe um decréscimo na atividade do sistema imunitario, a
qual tende a se recuperar totalmente em cerca de 24h (PEDERSEN, ULLUM, 1994).
Entretanto, fatores como intensidade, historico de treinamento, suscetibilidade prévia
a infecgdes, estado nutricional e outros, podem prolongar a duracao desta “janela da
oportunidade”, de modo que, se outra sessdo de treinamento ocorrer antes da
recuperacao total, o quadro de imunossupressao pode se agravar e paulatinamente
culminar em imunodepressao cronica (XIAO et al, 2015).

Horn et al (2010) coletaram amostras de sangue de mais de 2000 atletas, em
cerca de 10 anos e observaram que atletas que praticam de exercicios tipo
endurance de alta intensidade (ciclistas e triatletas) possuiam as contagens baixas
de leucdcitos totais, mondcitos e neutrdfilos. Castell (2002) demonstrou que

maratonistas avaliados na semana pés-competicdo que treinaram >96/km/semana,
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sendo este treino caracterizado como exaustivo devido ao fato de ser prolongado,
dobraram os casos de infecgdes, comparados aos que treinaram <32km/semana,
sendo, portanto, moderado este volume de treinamento. Spence et al (2007), apos
coleta de saliva e secregdes de atletas submetidos a exercicios exaustivos e com
sintomas de URTI (upper respiratory tract infection), verificaram que menos de 30%
dos casos continham algum patdégeno isolado, indicando que algum fator nao
infecioso, como inflamacéo local devido ao aumento da ventilagcdo e exposicédo a
poluentes, pode estar envolvido no processo.

Por outro lado, Liu et al (2017) demonstrou que a pratica crénica de exercicio
intenso induz alteracdes transcricionais em leucocitos de sangue periférico de
sujeitos jovens saudaveis, aumentando a expressao de genes relacionados ao
metabolismo energético e diminuindo a expressédo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria. Zwetsloot et al (2017) demonstraram que 4 semanas de exercicio
composto por 8-12 tiros de 60 segundos de exercicio intenso, com descanso de 75
segundos, 3 vezes/semana, sob a velocidade maxima que os sujeitos eram capazes
de pedalar, tanto homens quanto mulheres, sedentarios e saudaveis,
proporcionaram melhora da performance atlética, moderagcdo da resposta
inflamatodria sistémica e melhora da resposta ao estresse oxidativo.

Desse modo, como existem controvérsias acerca da pratica de exercicios
intensos, para usufruir dos beneficios e atenuar os possiveis efeitos deletérios desse
tipo de pratica € preciso que mais estudos sejam realizados, avaliando a pratica de
exercicios intensos frente a diferentes situacdes de aptidao fisica, estado nutricional,
padrdes de movimentos executados, género, idade, entre outros (BRINES,
HOFFMAN-GOETZ, PEDERSEN, 1996; PEDERSEN, ROHDE, OSTROWSKI,
1998).

A respeito das respostas celulares especificas ao exercicio, a literatura mostra
que neutrdéfilos sofrem uma espécie de perturbagdo no seu padrdo repousado, e
encontram-se marginados no endotélio vascular estimulados pelo exercicio fisico, e
que o exercicio promove aumento do fluxo sanguineo e alteragdo na expressao de
moléculas sinalizadoras que causam movimentagao dessas células para regides nas
quais elas serdo requisitadas (QUINDRY, STONE, KING et al, 2003). Ademais,
sabe-se que a resposta dos neutréfilos € dependente da intensidade do exercicio,

pois enquanto a intensidade moderada leva a um quadro de neutrofilia, aumentando
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0 numero e a atividade dessas células, o exercicio intenso leva a neutropenia
(queda no numero de neutrdfilos séricos) (NIEMAN, NEHLSEN-CANNARELLA,
1994; MACKINNON, 1997). A produgdo de espécies reativas de oxigénio em
neutréfilos parece ser atenuada apds uma sessdo de exercicio agudo intenso
(PYNE, 1994), indicando diminui¢cao na atividade citotoxica dessas ceélulas.

Quanto aos macréfagos, células importantes na primeira linha de defesa do
sistema imune inato, a resposta cronica ao exercicio fisico se caracteriza por
aumento de sua atividade metabdlica, enzimatica, lisossomal e fagocitica (PEREIRA
et al, 1995; BACURAU et al, 2000; WOODS et al, 2000). Os macréfagos parecem ter
sua regulacdo envolvida com a atividade do sistema nervoso central e com os
horménios do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenais, observado por Woods et al (1997),
0 qual concluiu que existe uma relagao entre o aumento dos niveis de corticosterona
induzidos pelo exercicio com uma menor expressao de MHC Il (Complexo Principal
de Histocompatibilidade Classe Il) em macréfagos peritoneais de ratos. Alguns
trabalhos demonstram que ratos exercitados e de idade mais avancada possuem
desregulagdo em atividades de macroéfagos como produgéo de citocinas, produgao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, atividades antimicrobicidas e
antitumorais (DAVILA et al, 1990; WALLACE et al, 1995; ALVAREZ et al, 1996;
DING et al, 1994; KHARE, SOHDI & SINGH, 1996).

Em relagdo a resposta dos linfécitos ao exercicio, Janeway e Travers (1994)
utilizaram mitégenos para a indugdo de uma populagao ou todos os linfocitos a se
proliferarem e observaram que houve declinio da proliferacdo linfocitaria nas
primeiras horas apds o exercicio fisico agudo. Tem-se discutido na literatura como a
intensidade e volume de exercicios se relacionam com o sistema imunitario, no que
tange a imunomodulagdo. Para tanto, o exercicio intenso tem sido caracterizado
como imunossupressor (NIEMAN, PEDERSEN, 1999; NIEMAN, 2000), haja vista a
diminuicdo de linfocitos T auxiliadores tipo 1 (Th1) circulantes. Isso diminui a
atividade de células que medeiam a imunidade por intermédio de fagocitose, o que
esta relacionado com suscetibilidade infecciosa no periodo apds exercicio intenso ou
de longos periodos (PEDERSEN, TOFT, 2000; STEENBERG, TOFT,
BRUUNGAARD et al, 2001). Heck et al (2017) concluiram que a quantidade (carga)

de trabalho de uma sessdo de exercicio aguda é diretamente proporcional ao
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estimulo imunoinflamatério de linfécitos em tecidos afastados da circulagao, devido a
resposta causada pelo estresse.

Apesar de haver evidéncias de que o exercicio fisico, seja ele agudo ou cronico,
moderado ou intenso, pode trazer alteragées nao desejadas ao sistema imunitario,
também podem ser encontradas adaptacdes benéficas, como as descritas por LIU et
al (2017), os quais demonstraram que o exercicio tipo endurance intenso pode
induzir cronicamente alteracbes transcricionais em leucdcitos circulatorios,
aumentando a expressao de genes vinculados a sintese de proteinas relacionadas a
maquinaria energética mitocondrial, ao mesmo tempo em que atenua a expressao
de genes envolvidos na resposta inflamatéria (FERNANDES et al, 2012, SOCI, et al,
2011)). GLEESON (2007) também comenta que em periodos de treinamento
intensificado (overreaching), que duram 1 semana ou mais em treinamento
periodizado de atletas, existe uma disfuncdo no sistema imunitario nesses
individuos, mas que nao é caracterizada como disfuncao clinica. Além disso, ele
também argumenta que a diminuicdo de marcadores inflamatérios causada pela
imunossupressao originada pelos exercicios intensos pode ser benéfica, pois tais
marcadores estdo geralmente associados com doengas cronicas.

GLEESON (2007) comenta que o risco de infecgdes de menor importancia em
praticantes de atividade fisica sdo um obstaculo praticamente inevitavel como efeito
anti-inflamatério do exercicio mediado por citocinas.

Como o exercicio fisico é relacionado com aumento de longevidade e
diminuicdo de riscos de doencgas cardiovasculares, diabetes, sindrome metabdlica,
hipertensdo, doencgas infecciosas e cancer (EVENSON et al, 2003; KODAMA et al,
2009; LYNCH et al, 1996), ressalta-se a importancia da investigagao dos efeitos do
exercicio e outras intervencgdes relacionadas a funcionalidade do sistema imunitario,
como a suplementagdo com o OFT, para a verificacdo de possiveis efeitos protetivos
a longo prazo.

Portanto, o exercicio fisico regular € recomendado para manutencdo da
saude, e recomenda-se sua pratica em todas as idades. No entanto, as pessoas
possuem cada vez menos tempo para realizagcdo regular de exercicio fisico, e a
pratica exercicios de alta intensidade realizados em curto periodo de tempo tém
atraido cada vez mais pessoas, de diferentes faixas etarias, para as academias

especializadas neste tipo de atividade. No entanto, sabe-se que exercicio fisico
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altera respostas imunitarias. Considerando o crescente interesse das pessoas pelo o
exercicio intenso, as informacdes disponiveis a respeito do efeito imunomodulatorio
do dleo de figado de tubardo, e a falta na literatura cientifica de estudos que
comparem efeitos do exercicio fisico em diferentes faixas etarias, o presente
trabalho se propds a investigar, em modelo animal, efeitos do exercicio intervalado
de intensidade progressiva sobre imunidade inata e adaptativa de individuos

suplementados ou ndo com o nutracéutico éleo de figado de tubaréao.

1.4 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros metabdlicos e imunitarios de animais de diferentes faixas
etarias suplementados ou nao com OFT e submetidos ao efeito crénico do exercicio

intervalado de intensidade progressiva.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos de diferentes faixas etarias, submetidos ou ndo a exercicio
cronico intervalado de intensidade progressiva e/ou suplementacdo com OFT, os
efeitos sobre:

- glicemia, triacilglicerolemia e colesterolemia em jejum;
- capacidade fagocitica e volume lisossomal de macrofagos peritoneais;

- capacidade fagocitica e producado de espécies reativas de oxigénio de neutrofilos

plasmaticos;

- capacidade proliferativa de linfocitos obtidos de linfonodos mesentéricos.
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2 METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO

No presente estudo foi adotado delineamento de pesquisa experimental com
grupos randomizados, divididos de acordo com a presengca ou nao de
suplementacao e treinamento fisico nos seguintes grupos: S (sem suplementagéo e
sedentarios), S+OFT (sedentarios e suplementados diariamente com OFT, 1g/kg de
peso corporeo), Ex (exercitados e sem suplementacao), e Ex+tOFT (exercitados e
com suplementacao). Esse padrao foi seguido a cada conjunto etario utilizado. Os

conjuntos etarios foram de 90, 120, 180 e 210 dias de vida.

2.2 ANIMAIS

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana. Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados
144 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do biotério central do Setor de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana.

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente separados nos quatro grupos mencionados
(S, S+OFT, Ex e Ex+OFT), sendo que cada grupo foi constituido de 9 animais,
totalizando 36 animais por conjunto etario.

ApoOs a divisdo, os animais passaram por uma semana de adaptagao a esteira
prépria para ratos, independentemente do grupo de que faziam parte e,
subsequentemente, iniciavam-se as abordagens de suplementagcao e exercicios por
8 semanas, conforme os grupos.

Apods 8 semanas de experimentacao (presenga ou nao de suplementagao e/ou

exercicio fisico), os animais foram ortotanasiados por guilhotina, e plasma,
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macréfagos peritoneais, neutrofilos plasmaticos e linfocitos de linfonodos
mesentéricos foram coletados. Foram avaliados capacidade fagocitica e volume
lisossomal dos macréfagos capacidade fagocitica, volume lisossomal e produgao de
espécies reativas de oxigénio dos neutrofilos, e capacidade de proliferagdo dos
linfécitos. Com o plasma coletado dos animais foram realizados ensaios de

quantificacao de glicose, triacilglicerois e colesterol total.

2.4 PROTOCOLO DE EXERCICIOS

As intervengbes realizadas com os grupos dos diferentes conjuntos etarios

estdo apresentadas cronologicamente na Figura 1 e descritas posteriormente.

FIGURA 1: ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS INTERVENGOES REALIZADAS COM CADA
CONJUNTO ETARIO DE ANIMAIS (90, 120, 180 E 210 DIAS) NO INTERVALO DE 9 SEMANAS.

Esquema ilustrativo das intervengoes realizadas

I I

T
LS5

Semanas 2-9
?ngqg Dia6 Dias 7-60 Dia 61 gt
Adaptagéo Teste C!F Protocolo de Exercicio Teste c{e Expetimeitio
(Sessdes 1 e 2%) Exaustéo elou suplementagéo Exaustgo

final

Previamente ao protocolo de exercicios, os animais passaram por um periodo
de adaptacao, que foi realizado em esteira propria para ratos. Foram 5 dias, sendo 2
sessdes por dia (Sessao 1 e Sesséo 2), com 5 minutos de aquecimento a 5Sm/min
antes da Sessao 1 e desaquecimento apds a Sesséo 2 a 2,5m/min, com intervalo de
5 minutos entre as sessdes.

As sessbes foram baseadas no trabalho de WISLGFF et al (2001) e foram
caracterizadas por:
- Dia 1:

Sessao 1: 10 minutos, a 5m/min.

Repouso: 5 minutos
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Sesséo 2: 20 minutos, a Sm/min
- Dia 2:

Sessao 1: 10 minutos, a 7m/min

Repouso: 5 minutos

Sessdo 2: 20 minutos, a 7m/min
- Dia 3:

Sesséao 1: 15 minutos, a 10m/min

Repouso: 5 minutos

Sessédo 2: 20 minutos, a 10m/min
- Dia 4:

Sesséao 1: 15 minutos, a 12m/min

Repouso: 5 minutos

Sessao 2: 20 minutos, a 12m/min
- Dia 5:

Sessédo 1: 20 minutos, a 15m/min

Repouso: 5 minutos

Sessao 2: 20 minutos, a 15m/min

A inclinacao foi mantida em 5 graus em todos os dias e sessoes.

Em seguida a fase de adaptagdo, os ratos foram submetidos ao teste de
exaustdo, cujo objetivo foi identificar a capacidade fisica individual maxima desses
animais. Esse teste foi realizado no sexto dia da semana de adaptacéo e constou de
2 minutos de aquecimento a 5m/min e, subsequentemente, a cada 2 minutos, a
velocidade era elevada em 2m/min (p. ex. 5m/min, depois de 2 minutos velocidade
aumentava para 7m/min, apds mais 2 minutos, aumentava para 9m/min e assim por
diante). A inclinagdo foi de 5 graus em todo o teste. Para os ratos que nao
conseguiam acompanhar a corrida por 2 minutos, a ultima velocidade alcangada
(nos 2 minutos anteriores) era considerada o 100% da capacidade fisica individual
maxima desses animais (WISLOFF et al, 2001).

O protocolo de exercicio fisico em si foi iniciado 48h apds o teste de exaustao
e constou de 8 semanas, 3 vezes na semana. Sempre com inclinagdo em 5 graus. O
exercicio possuia carater intervalado e progressivo para alta intensidade, com

intervalos passivos, sendo constituido por 5 minutos a inicialmente 50% da
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capacidade maxima individual do animal e 3 minutos de descanso passivo, seguido
de aumento de 10% a cada corrida até completar 30 minutos, com 100%, ou seja, 5
minutos a 60%, seguidos de 3 minutos de descanso; 5 minutos a 70%, seguidos de
3 minutos de descanso; 5 minutos a 80%, seguidos de 3 minutos de descanso; 5
minutos as 90%, seguidos de 3 minutos de descanso; e 5 minutos as 100%,
seguidos de 3 minutos de descanso, totalizando 30 minutos de exercicio ativo e 15
minutos de descanso passivo. Finalmente, havia o desaquecimento a 50% por 3
minutos (adaptado de HARAM et al, 2008). Este tipo de protocolo de exercicio foi
adotado com intuito de submeter os animais a exercicio intenso, mimetizando o que
atualmente tem sido adotado em varios centros de atividade fisica (os chamados

Treinamentos Intervalados de Alta Intensidade).

2.5 GLICEMIA, COLESTEROLEMIA E TRIGLICERIDEMIA

Os valores dos parametros seéricos de glicemia, colesterolemia e
triacilglicerolemia foram obtidos a partir de kits especificos para cada analise
(Labtest®), cada um com a respectiva solugdo de valor padrao, as quais possuem
uma concentragdo conhecida para cada analito (100mg/dL para glicose, 200mg/dL
para colesterol total e triglicerideos), sendo utilizadas posteriormente como padrao
para comparagdo com os valores coletados de cada animal. Os valores séricos

dessas analises foram obtidos por espectrofotometria, em 500nm.

2.6 ISOLAMENTO DAS CELULAS DE DEFESA

Depois de 60 dias de treinamento e/ou suplementacdo os animais foram
eutanasiados, e macréfagos peritoneais foram obtidos apds introdugao no periténio
de 20mL de tampéo fosfato (PBS estéril), pH 7,4 com cuidado para nao perfurar
orgaos internos. Em seguida, foi realizada massagem no periténio do animal por 30
segundos e, entdo, aberto cuidadosamente um pequeno orificio que permitia a
entrada da pipeta do tipo Pasteur de plastico e estéril para a aspiragao do lavado

contendo as células. Na sequéncia, este lavado foi centrifugado (Eppendorf-
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Centrifuge 5810 R) a 322 x g a 4° C, durante 5 min (BELO, 2007), e as células
obtidas foram contadas em camara de Neubauer.

Para o isolamento de linfocitos, os linfonodos mesentéricos foram mantidos
em PBS com antibiéticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/L) (PBS+AB), e
macerados com auxilio de émbolo de seringa e peneira de malha fina, em placa de
Petri. Para cada grupo de animais foi obtido um pool de linfécitos. O conteudo
macerado de linfonodos mesentéricos foi filtrado em papel filtro apropriado e
centrifugado a 322 x g, durante 7 minutos, a 4° C. Os precipitados foram lavados
com PBS+AB por 2 vezes, e o ultimo sedimentado foi ressuspenso em meio de
cultura RPMI1640 contendo 10% de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina
10.000U e estreptomicina 10mg/L) (IAGHER, 2008). Células foram contadas em
camara de Neubauer.

Os neutrdfilos foram isolados conforme método proposto por Bgyum (1976).
O sangue dos animas foi coletado em tubos tipo falcon de 15mL, contendo
anticoagulante (heparina) e mantido em refrigeracdo. Posteriormente, o sangue foi
centrifugado no préprio tubo a 322 x g a 4 °C por 5min. O plasma foi separado e o
restante do sangue foi transferido para tubo tipo falcon de 50 mL, acrescentando-se
o0 mesmo volume em PBS. Em tubos contendo 3 mL de Ficoll-Paque PLUS, foram
acrescentados 8 mL do sangue diluido em PBS. Os tubos foram centrifugados a 400
x g a 18° C durante 40 min. A camada superior transparente composta por células
mononucleares e plaquetas foi desprezada. A camada inferior constituida por
hemacias e células polimorfonucleares foi transferida para outro tubo. As amostras
foram submetidas duas vezes a lise hipotbnica por incubagdo com solucéo
hemolitica (Tris base (tris [hidroximetil] aminometano) 17,0 mM; NH4ClI 18,7 mM) em
banho-maria a 37 °C por 5 min. A solugéo foi centrifugada a 322 x G por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e as células, ressuspensas em PBS e contadas em

camara de Neubauer.

2.7 AVALIACAO DA FUNCIONALIDADE DE MACROFAGOS E NEUTROFILOS

A capacidade fagocitica de macréfagos e neutrdfilos foi avaliada de acordo

com o método descrito por Bonatto (2008). Foram depositados 100 pyL de solugao
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contendo 108 células em placa tipo ELISA de 96 pocos. Foram adicionados 20 pL de
zimosan corado com vermelho neutro e incubados por 30 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200 uL de fixador Baker. Apds 30
min, a placa foi lavada com PBS e centrifugada a 503 x G a 4° C por 5 min. O
vermelho neutro que se encontrava dentro dos fagossomos foi solubilizado
utilizando-se 200 pL de solugdo de extracdo e, apds 30 minutos, foi realizada a
leitura em leitor de microplacas a 550 nm. Os resultados foram expressos em
absorbancia/108 células.

Para a analise de volume lisossomal de macrofagos, foi utilizado o método
descrito por Pipe, Coles e Farley (1995), segundo o qual, em placa do tipo ELISA,
foram depositados 100 yL da solugdo de macrofagos contendo 10° células e
adicionado 20 uyL de vermelho neutro a 2%. Apds 30 minutos, a placa foi
centrifugada por 5 min a 503 x G. O sobrenadante foi descartado e, individualmente,
cada poco foi lavado com PBS, a fim de eliminar o vermelho neutro que néo tivesse
sido internalizado pelas células. Foram adicionados entdo 100 pL de solucdo de
extragdo para solubilizar o vermelho neutro retido dentro dos lisossomos. Isso é
possivel, visto que o vermelho neutro € um corante catibnico que se difunde através
da membrana celular, e uma vez presente no lisossomo, fica retido por mudanca de
cargas causada pelo pH acido do sistema lisossomal. Apés 30 min, a placa foi lida
em leitor de microplacas a 550nm. Os resultados foram expressos em
absorbancia/108 células.

A geragao de anion superoxido pelos neutrofilos foi determinada através da
reducao de “nitroblue tetrazolium” (NBT — Sigma), composto amarelo lipossoluvel
que se torna insoluvel e de cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al, 1994).
Os neutrofilos (108 células) foram incubados por 1 h com 0,1% de NBT e 30 uL de
forbol miristato acetato (PMA - 80 mM) em PBS a 37 °C. Esta reagado foi
interrompida pela adicdo de um volume igual de acido acético glacial. Esta mistura
foi centrifugada rapidamente (30 seg a 2236 x G) e o NBT reduzido, presente no
sedimento, foi solubilizado em 0,9 mL de acido acético a 50%. A absorbancia do
sobrenadante foi determinada a 550 nm em espectrofotbmetro. Os dados séao
expressos em absorbancia/10° células.

A produgdo de peroxido de hidrogénio pelos neutréfilos foi mensurada

utilizando-se o método descrito por Pick e Mizel (1981) modificado. Através da
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oxidacado de vermelho fenol foi possivel detectar a producdo de H202. Aliquotas de
100 uL de solugdo de neutrdfilos contendo 108 e 10 uL de éster de forbol miristato
acetato (PMA — 20 mM) foram colocadas em placas de ELISA. Apés 1 h de
incubacao no escuro (para prevenir a foto-oxidagcao), o sobrenadante foi descartado
por inversdo da placa e os pocos receberam 100 pL da solugcdo de vermelho fenol
contendo peroxidase (horseradish) e zimosan. Em seguida os neutrdéfilos foram
incubados por mais 30 min e apds o término deste tempo a leitura foi feita no
comprimento de onda de 620 nm em leitor de microplacas. Os resultados foram

expressos em absorbancia/108 células.

2.8 CAPACIDADE PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS

Os linfocitos dos diferentes grupos foram cultivados em placas de ELISA em
meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino, contendo
0,1% de antibioticos (penicilina 10.000 U e estreptomicina 10 mg/L) com 160 uL de
solucdo contendo 5x10* células/escavacdo, estimuladas ou ndo com
20uL/escavagao do mitdgeno concanavalina A (Con A-5ug/m) e 20 uL/escavacgao do
detector de atividade metabdlica AlamarBlue® (Biosource), € mantidas a 37° C em
atmosfera de 95% ar / 5% de CO:2 por 72 h. A determinagcdo da porcentagem de
reducdo do AlamarBlue® é feita a 570 e 620 nm em leitor multifuncional de
microplacas Tecan infinite® 200 nos momentos, 24, 48 e 72 horas apds o

plaqueamento.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados como média = erro padrao da média e foram
submetidos a analise de variancia de duas vias, tendo como fatores o exercicio e
suplementacao, seguido de pds-teste de Tukey, com nivel de significancia para p <
0,05 para cada conjunto etario. Os testes foram realizados no software estatistico
GraphPad Prism 6®.
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3 RESULTADOS

3.1 MASSA CORPORAL

Nao foram encontradas diferencas estatisticas para a massa corporal entre os
grupos tanto no conjunto etario 90d (Figura 2), 120d (Figura 3) e 180d (Figura 4). No
entanto, no conjunto 210d (Figura 5) foi observado que os animais do grupo Ex
obtiveram peso 3,78% menor na analise de area sob a curva, quando comparados

ao grupo S.

FIGURA 2: (A) EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL AO LONGO DAS 8 SEMANAS DE
TRATAMENTO, COM INTERVENGAO INICIADA AOS 90 DIAS DE VIDA. (B) GRAFICO DA AREA
SOB A CURVA. N= 9 RATOS POR GRUPO. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO;
S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FiGADO DE
TUBARAO; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
E SUPLEMENTADO.
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FIGURA 3: (A) EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL AO LONGO DAS 8 SEMANAS DE
TRATAMENTO, COM INTERVENGAO INICIADA AOS 120 DIAS DE VIDA. (B) GRAFICO DA AREA
SOB A CURVA. N= 9 RATOS POR GRUPO. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO;
S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE
TUBARAO; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
E SUPLEMENTADO.
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FIGURA 4: (A) EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL AO LONGO DAS 8 SEMANAS DE
TRATAMENTO, COM INTERVENGAO INICIADA AOS 180 DIAS DE VIDA. (B) GRAFICO DA AREA
SOB A CURVA. N= 9 RATOS POR GRUPO. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO;
S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE
TUBARAO; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
E SUPLEMENTADO.
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FIGURA 5. (A) EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL AO LONGO DAS 8 SEMANAS DE
TRATAMENTO, COM INTERVENGAO INICIADA AOS 210 DIAS DE VIDA. (B) GRAFICO DA AREA
SOB A CURVA. N= 9 RATOS POR GRUPO. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO;
S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE
TUBARAO; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
E SUPLEMENTADO. A P<0,05 EM RELAGAO AO GRUPO S.
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3.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.2.1 Glicemia em jejum

Animais com 90 dias de vida dos grupos suplementados (S+OFT e Ex+OFT)
apresentaram redugdo da glicemia em jejum de 10% ao final da intervengdo em
relacdo aos seus respectivos controles, grupos S e Ex (p<0,05). Este padréo de
resposta nao foi observado nas outras faixas etarias avaliadas. Com 120 dias, os

animais do grupo Ex+OFT apresentaram reducao da glicemia em jejum em relagao
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ao grupo S+OFT (cerca de 10%, p<0,05). Ao contrario, animais com 180 dias de
vida do grupo Ex+OFT apresentaram acréscimo da glicemia em relagdo ao grupo
S+OFT (cerca de 8%, p<0,05). Animais com 210 dias de vida dos diferentes grupos
nao apresentaram diferenga na glicemia (p>0,05) (Figura 6).

FIGURA 6: GLICEMIA EM JEJUM DE RATOS COM INTERVENGAO INICIADA AOS 90 (A), 120 (B),
180 (C) E 210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO; S+OFT,
GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FiGADO DE TUBARAO
POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO
EXERCITADO E SUPLEMENTADO. A P<0,05 EM RELAGAO AO GRUPO S; B P<0,05 EM RELACAO
AO GRUPO EX; © P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO S+OFT.
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3.2.2 Colesterolemia

Animais com 120, 180 e 210 dias de vida dos diferentes grupos apresentaram
valores de colesterol total plasmatico em jejum similares (p>0,05). Ja animais com

90 dias suplementados (S+OFT) apresentaram reducdo da colesterolemia em
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relagéo ao grupo S (18%, p<0,05). Do mesmo modo, animais de 90 dias exercitados
(Ex) apresentaram reduc¢do na colesterolemia quando comparados aos animais do

grupo S (26%, p<0,05). Para os demais grupos, nao houve diferencga significativa.

FIGURA 7: COLESTEROLEMIA EM JEJUM DE RATOS COM INTERVENCAO INICIADA AOS 90
(A), 120 (B), 180 (C) E 210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO;
S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FiGADO DE
TUBARAO POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT,
GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO. A P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO S.
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3.2.3 Triacilglicerolemia

Animais dos grupos S, S+OFT, Ex e Ex+OFT apresentaram valores

semelhantes de triacilglicerolemia, nas diferentes faixas etarias estudadas (p>0,05).
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FIGURA 8: TRIACILGLICEROLEMIA EM JEJUM DE RATOS COM INTERVENGAO INICIADA AOS
90 (A), 120 (B), 180 (C) E 210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO
SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO
DE FIGADO DE TUBARAO POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO;
E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO.
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3.3 FUNCIONALIDADE DE MACROFAGOS

3.3.1 Atividade fagocitaria

Macréfagos de animais com 120 dias de vida dos diferentes grupos
apresentaram valores de atividade fagocitaria que nao foram diferentes
estatisticamente (p>0,05). Ja animais com 90 dias de vida dos grupos S+OFT e
Ex+OFT apresentaram redugdo na atividade fagocitaria de macréfagos em relagéo
aos respectivos grupos controle, S e Ex (46,5% e 52,7%, p<0,05). Enquanto isso,
animais de 180 dias de vida exercitados (Ex) apresentaram elevagao na atividade

fagocitaria de macréfagos (134%, p<0,05), quando comparados ao grupo S. Quanto
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aos animais de 210 dias de vida, o grupo exercitado (Ex) apresentou aumento na
atividade fagocitaria de macréfagos (33,9%, p<0,05), em comparagao ao grupo S, ao
passo que o grupo exercitado e suplementado (Ex+OFT) apresentou diminuigdo da

mesma atividade (23,4%, p<0,05), em comparag¢ao ao grupo Ex.

FIGURA 9: ATIVIDADE FAGOCITARIA DE MACROFAGOS DE RATOS COM INTERVENGAO
INICIADA AOS 90 (A), 120 (B), 180 (C) E 210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO
SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO
DE FIGADO DE TUBARAO POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO;
E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO. # P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO S; 8
P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO EX.
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3.3.2 Capacidade de retencgao lisossomal

Macrofagos de animais de 120 dias de vida dos diferentes grupos
apresentaram valores de retencao lisossomal similares (p>0,05). Ja animais com 90

dias de vida suplementados (S+OFT) e animais exercitados (Ex) apresentaram
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diminuicdo da retencao lisossomal (58,8% e 40,7%, respectivamente; p<0,05), em
comparagado ao grupo S. Animais do grupo Ex+OFT apresentaram elevagao da
retencao lisossomal quando comparados ao grupo S+OFT. Os animais de 180 dias
de vida exercitados (Ex) apresentaram aumento (44,7%, p<0,05) na capacidade de
retencdo lisossomal em comparagdo ao grupo S, enquanto animais do grupo
Ex+OFT apresentaram aumento em relacdo ao grupo S+OFT (18%, p<0,05).
Animais do grupo Ex+OFT de 210 dias apresentaram elevagcdo da retencéo

lisossomal em relagdo ao grupo S+OFT de 15% (p<0,05).

FIGURA 10: CAPACIDADE DE RETENGAO LISOSSOMAL DE MACROFAGOS DE RATOS COM
INTERVENGAO INICIADA AOS 90 (A), 120 (B), 180 (C) E 210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO
SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM
1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO
NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO. A P<0,05 EM
RELACAO AO GRUPO S; B P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO S+OFT.

A > B i
Retencao 90d Retencgao 120d
200+ 200 -
150+ 150
22 1004 b 32 1004
a a
504 50 4
04 . . 04
s S+OFT Ex  Ex+OFT s S+OFT Ex  Ex+OFT
c Retencio 180d D Retencdo 210d
200 200
a
1504 b 1504
—
<2 100 ity 52 100
504 504
n- - I . T ul - .
5 5+0OFT Ex Ex+OFT 5 5+0OFT Ex Ex+OFT

3.4 FUNCIONALIDADE DE NEUTROFILOS
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3.4.1 Atividade fagocitaria

Animais de 120 dias exercitados (Ex) apresentaram redugdo da atividade
fagocitaria de neutrdfilos em relacdo aos animais do grupo S (16%, p<0,05). Os
neutrofilos dos grupos S, S+OFT, Ex e Ex+OFT ndo apresentaram diferengca de

atividade fagocitaria, tanto de animais com 180 quanto de 210 dias de vida (p>0,05).

FIGURA 11: ATIVIDADE FAGOCITARIA DE NEUTROFILOS DE RATOS COM INTERVENCAO
INICIADA AOS 120 (A) E 210 (B) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO;
S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FiGADO DE
TUBARAO POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT,
GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO. A P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO S.
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3.4.2 Produgao de peroxido de hidrogénio

Os neutroéfilos de animais com 120 e 210 dias de vida dos diferentes grupos
apresentaram valores de produgdo de perdoxido de hidrogénio similares, sem

diferenca estatistica (p>0,05).
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FIGURA 12: PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO DE NEUTROFILOS DE RATOS COM
INTERVENGAO INICIADA AOS 120 (A) E 210 (B) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO
SUPLEMENTADO, S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO
DE FIGADO DE TUBARAO POR 8 SEMANAS, EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO,
E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE
TUBARAO POR 8 SEMANAS. A P<0,05 EM RELAGAO AO GRUPO S; B P<0,05 EM RELAGAO AO
GRUPO S+OFT.
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3.4.3 Produgao de anion superoxido

Os neutrofilos dos grupos S, S+OFT, Ex e Ex+OFT de animais com 210 dias
de vida dos diferentes grupos apresentaram valores de produgdo de anion
superéxido similares (p>0,05). Ja animais de 120 dias suplementados (S+OFT)
apresentaram diminuicdo na producdo de anion superéxido (20,1%, p<0,05),
comparados ao grupo S. Da mesma forma, animais exercitados (Ex) apresentaram
diminuicdo na produgédo de anion superoxido (18%, p<0,05), quando comparados

com o grupo S (Figura 13).
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FIGURA 13: PRODUGCAO DE ANION SUPEROXIDO DE NEUTROFILOS DE RATOS COM
INTERVENGAO INICIADA AOS 120 (A) E 210 (B) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO
SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO
DE FIGADO DE TUBARAO POR 8 SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO;
E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO SUPLEMENTADO. 2 P<0,05 EM RELACAO AO GRUPO S+OFT.
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3.5 PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

A resposta proliferativa de linfocitos de animais de 90, 120, 180 e 210 dias é
apresentada a seguir, de acordo com o tempo de estimulo com o mitégeno
concanavalina A (Figuras 14, 15 e 16).

Nao foram observadas diferencas entre a proliferacao linfocitaria apos 24h de
estimulo com Concanavalina A (Figura 14) dos grupos S, S+OFT, Ex e Ex+OFT de
animais com 90 e 180 dias de vida. No entanto, animais de 120 dias do grupo
Ex+OFT apresentaram aumento da capacidade proliferativa em relacdo a do grupo
S+OFT (39%, p<0,01), e animais de 210 dias do grupo Ex apresentaram aumento

da proliferagdo em relagdo ao grupo S (28%, p<0,01).
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FIGURA 14: PROLIFERAGAO LINFOCITARIA APOS 24 HORAS DE ESTIMULO COM
CONCANAVALINA A DE RATOS COM INTERVENGAO INICIADA AOS 90 (A), 120 (B), 180 (C) E
210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO
SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO POR 8
SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
SUPLEMENTADO. A P<0,01 EM RELAGAO AO GRUPO S; B P<0,01 EM RELACAO AO GRUPO
S+OFT.
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Apds 48h de incubagdo dos linfécitos com Concanavalina A (Figura 15),
apenas as células de animais com 210 dias apresentaram diferenga entre os grupos,
sendo que a proliferacdo observada nos grupos S+OFT e Ex foi superior a

encontrada no grupo S (20% e 34%, respectivamente; p<0,05).
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FIGURA 15: PROLIFERAGAO LINFOCITARIA APOS 48 HORAS DE ESTIMULO COM
CONCANAVALINA A DE RATOS COM INTERVENGAO INICIADA AOS 90 (A), 120 (B), 180 (C) E
210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO
SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO POR 8
SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
SUPLEMENTADO. A P<0,01 EM RELACAO AO GRUPO S.
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Apods 72 horas de incubagdo com Concanavalina A (Figura 16), os linfocitos
dos animais de 120 e 180 dias nao proliferaram de maneira diferente entre os
grupos (p>0,05). Animais com 90 dias do grupo S+OFT apresentaram maior
proliferacao linfocitaria em relagdo ao grupo S (68%, p<0,05). Animais com mais
idade (210 dias) dos grupos S+OFT e Ex mostraram aumento da capacidade
proliferativa em relacdo ao grupo S (50% e 93%, respectivamente; p<0,05). O grupo
Ex+OFT apresentou 76% de aumento da atividade proliferativa linfocitaria em

relagao ao grupo S+OFT (14%; p<0,05).
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FIGURA 16: PROLIFERAGAO LINFOCITARIA APOS 72 HORAS DE ESTIMULO COM
CONCANAVALINA A DE RATOS COM INTERVENGAO INICIADA AOS 90 (A), 120 (B), 180 (C) E
210 (D) DIAS DE VIDA. S, GRUPO SEDENTARIO NAO SUPLEMENTADO; S+OFT, GRUPO
SEDENTARIO E SUPLEMENTADO COM 1G/KG/DIA DE OLEO DE FIGADO DE TUBARAO POR 8
SEMANAS; EX, GRUPO EXERCITADO NAO SUPLEMENTADO; E EX+OFT, GRUPO EXERCITADO
SUPLEMENTADO. A P<0,01 EM RELAGAO AO GRUPO S; B P<0,01 EM RELACAO AO GRUPO
S+OFT.
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4 DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi verificar as alteragdes provocadas pela
suplementagdo com 1g/kg/dia de o6leo de figado de tubardo e/ou exercicio
intervalado de intensidade progressiva sobre parédmetros metabdlicos, imunidade
inata e adaptativa. As alteracbes provocadas pela suplementacdo e/ou exercicio
intenso foram mais pronunciadas nos parametros imunitarios avaliados
(funcionalidade de macrofagos, neutréfilos e linfocitos) do que nas concentragdes
plasmaticas de glicose, colesterol e triacilglicerol em jejum. Também foi possivel
observar que animais nas diferentes faixas etarias analisadas apresentaram
respostas diferentes.

As faixas etarias dos animais deste estudo foram escolhidas tentando abarcar
desde animais adultos jovens (90 dias de vida) até adultos maduros (210 dias),
considerando que cada 30 dias de vida destes animais correspondem
aproximadamente a 2,5 anos de vida de um ser humano (QUINN, 2005,
ANDREOLLO et al, 2012; SENGUPTA, 2013). Significa que a diferenca de idade
entre os animais mais jovens (90d) e mais velhos (210d) deste trabalho € de 120
dias, o que corresponde aproximadamente a uma diferenca de 10 anos em seres
humanos. Apesar de ser aparentemente pequena a faixa de idade adotada, vale
ressaltar que o periodo experimental de 8 semanas de suplementacdo e/ou
exercicio intenso corresponde a cerca de 5 anos de suplementacido e/ou exercicio
intenso regular para um ser humano.

A massa corporal dos animais teve um comportamento linear e crescimento
para quase que exclusivamente todos os grupos e em todos os conjuntos etarios
estudados, de modo que, levando em consideragao o grupo S como padrao de
controle, a evolugdo da massa se deu dentro dos parametros de crescimento de
animais saudaveis e sem restricdo alimentar/hidrica (CURI et al, 1989). Animais
alimentados ad libidum demonstram um padrao de crescimento linear e que tende a
gradativa estabilizagao no decorrer dos meses (TOMANARI, PINE, SILVA, 2003). No
entanto, os animais do grupo Ex, do conjunto etario 210d demonstraram uma
tendéncia diferente da mencionada, na qual a média ponderal teve uma queda inicial

nas primeiras semanas de intervengdo e uma recuperagao, ao final da intervencao,
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a valores proximos aos de peso inicial. Desse modo, a diferenca se da
exclusivamente por conta desse momento de perda de peso inicial.

Estadella et al, 2004 demonstrou que animais alimentados com dietas
hiperlipidicas, acompanhadas ou nédo da alimentagdo padrdo dos animais (ragao),
promove aumento da massa corporal. Do mesmo modo, eles afirmam que o
exercicio é capaz de atenuar esse ganho. Dessa maneira, observando que o grupo
Ex do conjunto 210d (Figura 5) teve menor ganho de massa corporal, vale dizer que
a suplementagcdo com o OFT apresentou uma tendéncia ao aumento de peso
nesses animais, se comparado com o exercicio isoladamente. Isso se observa pelo
fato de que os dois grupos suplementados (S+OFT e Ex+OFT) obtiveram maior
média de massa corporal, do que os grupos S e Ex, sendo ainda o grupo S+OFT,
aquele com maior massa corporal, quando comparado ao grupo Ex+OFT,
reforcando a importancia do exercicio na preveng¢ao do ganho ponderal.

Em relagcao aos parametros metabdlicos analisados, péde-se observar queda
nos niveis de glicemia (Figura 6) dos animais mais jovens (90 e 120 dias)
submetidos ao exercicio e/ou a suplementacdo, principalmente naqueles que
sofreram as duas intervengdes concomitantemente. Esse padrdao nao foi observado
sobre a glicemia de ratos mais velhos (180 e 210 dias). No que diz respeito a
colesterolemia (Figura 7), destacam-se os menores valores séricos de colesterol
total em ratos de 90 dias e que foram submetidos ao exercicio ou a suplementacao
exclusivamente. As concentragdes de triacilglicerdis no plasma (Figura 8) ndo foram
impactadas pela suplementagao e/ou exercicio em nenhuma faixa etaria estudada.

Os parametros bioquimicos, como glicemia, colesterolemia e
triacilglicerolemia foram avaliados uma vez que a suplementacao foi realizada com
nutracéutico de natureza lipidica, e também pelo fato de que a realizagdo de
exercicio intenso pode alterar esses parametros (KANG et al, 1996; MANN, BEEDIE,
JIMENEZ, 2014; BIRD, LINDEN, HAWLEY, 2014). Além disso, tais parametros estao
relacionados ao estado nutricional do individuo, tendo impacto sobre o crescimento
e desenvolvimento (GAREMO, PALSDOTTIR, STRANDVIK, 2006), saude
cardiovascular (AZIZI, 2001; RAITOHARJU et al, 2013), composi¢gado corporal
(JOHNSON, 2017) e prevengao de outras doencas (MANJER, et al, 2001,
MCKEOWN-EYSSEN, 1994).
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Notou-se no conjunto 90d (Figura 6A) uma diminui¢cdo da glicemia sérica nos
animais sedentarios e suplementados (S+OFT), e nos exercitados e suplementados
(Ex+OFT) em relagdo aos seus respectivos controles (S e Ex). Esta redugdo de
cerca de 10% parece ter sido promovida pela suplementagdo com OFT. Zhang et al
(2013) verificaram reducdo dos niveis séricos de glicose, bem como aumento da
sensibilidade a insulina com o consumo de alquilgliceréis encontrados no OFT, em
animais sedentarios de 50 dias de vida suplementados por 8 semanas com o
alguilglicerol selaquil. Isso indica que o consumo de OFT pode influenciar nesses
parametros, independentemente da presenca de exercicio fisico.

O conjunto120d (Figura 6B) apresentou redugdo da glicemia no grupo
Ex+OFT em relagdo ao grupo S+OFT, e uma tendéncia a redugédo no grupo Ex em
relagcdo ao grupo S, indicando papel do exercicio fisico nesta reducdo. De fato, o
exercicio fisico leva a aumento da necessidade de combustivel metabdlico que é
seguido de aumento na captagao e utilizacdo de glicose pelas células musculares
esqueléticas (GOODYEAR, KAHN, 1998). Alguns trabalhos demonstram ha
décadas que o exercicio melhora a utilizagédo de glicose como um todo pelo corpo
(PRUETT, OSEID, 1970; BOGARDUS et al, 1983) e a sensibilidade a captacao de
glicose sinalizada pela insulina (RICHTER, MIKINES, GALBO, KIENS, 1989). Esse
incremento na captacao de glicose pelo musculo esquelético, a qual perdura por
algum tempo depois da sessédo de exercicio, foi primeiramente demonstrado em
ratos, ao se avaliarem musculos de patas traseiras desses animais, apds exercicio
(IVY, HOLLOSZY, 1981; RUDERMAN, 1982).

Portanto, cabe inferir que a pratica de exercicio fisico nos animais com 120d
tende a promover menores valores de glicemia em jejum nos ratos. Entretanto,
notou-se que no conjunto 180d (Figura 6C), o grupo Ex+OFT apresentou valor de
glicemia em jejum cerca de 8% maior que o grupo S+OFT. Isso sugere que o
exercicio ndo € o unico fator atuante nos valores séricos de glicemia, e que a idade
pode ter influenciado no resultado (KO, WAI TANG, 2006; O’'SULLIVAN, 1974), tanto
que nao foram observadas mudangas na concentracdo de glicose plasmatica entre
0s grupos de animais de 210 dias de vida (Figura 6D). Sabe-se que o avancgar da
idade tende a deteriorar a tolerancia celular a glicose (10ZZ0 et al, 1999), no entanto

€ preciso considerar que animais de 210 dias de vida nao sdo considerados idosos.
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De forma geral, é perceptivel que animais de diferentes faixas etarias respondem de
forma particular ao exercicio e a suplementacao.

Os niveis diminuidos de colesterol plasmatico observados nos animais
apenas suplementados (S+OFT) do conjunto 90d em relagéo ao grupo S (Figura 7A)
sdo corroborados pelo estudo ja citado de Zhang et al (2013), os quais
demonstraram que o consumo do alquilglicerol selaquil por 8 semanas promoveu
reducdo dos valores de colesterol total nos animais de 50 dias avaliados. Da mesma
maneira, estudos demonstram a capacidade de o exercicio isoladamente ser capaz
de proporcionar diminuicdo dos niveis de colesterol total em ratos de 90 dias
consumindo dieta padrdo (SPERETTA, ROSANTE, et al, 2012), e em humanos, em
geral (WANG, XU, 2017). Nao foi observado efeito cumulativo do exercicio e da
suplementacao na redugao da colesterolemia.

Animais das outras faixas etarias (120, 180 e 210 dias) cujos resultados sao
apresentados nas Figuras 7B, 7C e 7D, nao apresentaram alteracdo na
concentracido de colesterol plasmatico promovida por suplementagao e/ou exercicio.
Novamente a idade parece ser um fator que interfere na resposta a suplementagao
e/ou ao exercicio intenso. Em relagdo a triacilglicerolemia (Figura 8), nao houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos nos diferentes conjuntos
etarios (MANN, BEEDIE, JIMENEZ, 2014). Este dado contraria o que traz a
literatura, que aponta reducao de triglicerideos em ratos de 140 dias exercitados em
esteira por 12 semanas, tanto em intensidade moderada, quanto intensa (LINDEN et
al, 2015), assim como estudos que demonstram beneficios sobre o metabolismo
lipidico promovidos pelo exercicio aerébico e intenso (RACIL et al, 2013; JHONSON
et al, 2009). Entretanto, Cassader et al (1996) afirma que existe uma correlagéao
positiva entre idade e concentracao de triglicerideos séricos, sugerindo que o
exercicio e a suplementacdo, no trabalho em pauta, serviiam como uma medida
protetora quanto ao aumento dos valores de triglicerideos séricos nos ratos
exercitados e de diferentes idades.

Enquanto as alteragdes em glicemia, triacilglicerolemia e colesterolemia foram
sutis nos diferentes grupos de diferentes faixas etarias, as alteragdes na resposta de
células imunitarias se mostraram mais intensas. Para analisar se houve alteragéo na
funcdo das células da imunidade inata estudadas neste trabalho (macréfagos e

neutroéfilos), foi preciso acessar os parametros que refletem sua atividade, sendo
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eles a capacidade fagocitica, a capacidade de retencao lisossomal e a producéo de
espécies reativas de oxigénio. Os macréfagos exercem um papel critico como
defesa primaria do hospedeiro, haja vista sua capacidade citotoxica, a qual causa
morte de patdégenos por estresse oxidativo, via espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, e fagocitica, através da fagocitose e retencdo lisossomal de células e
particulas indesejaveis (CRUVINEL et al, 2010; SUGIRA, 2001). Ademais, tais
células possuem alta capacidade de migracao para locais de infec¢ao, otimizando a
protecao tecidual (LEVADA-PIRES et al, 2007).

De forma geral, foi possivel observar neste trabalho que, em relacdo aos
macrofagos a presenga de exercicio intenso (grupo Ex) promoveu aumento da
capacidade fagocitica nos conjuntos 180d (Figura 9C) e 210d (Figura 9D) em
relagdo ao grupo sedentéario (grupo S). Ao contrario do que foi observado para
animais com 180d e 210d, animais com 90d (Figura 9A) e 120d (Figura 9B) néao
apresentaram aumento da atividade fagocitica de macréfagos com a realizacéo de
exercicio intenso. Scholer et al (2016) observaram que o exercicio intenso
proporciona aumento na capacidade fagocitica de macrofagos em ratos Wistar de 90
dias, ao contrario do que foi observado no presente trabalho. No entanto, Scholer et
al (2016) submeteram os animais a natacdo em uma sesséo unica de 20min com
cargas de 2, 4, 6 ou 8% do peso corporal, seguindo, portanto um protocolo de
exercicio agudo e bastante diferente do realizado aqui, indicando que o sistema
imune responde de forma particular a diferentes tipos e duracédo de exercicio fisico.

O exercicio fisico intenso (grupo Ex) também foi incapaz de elevar a retengao
lisossomal nos conjuntos 90d (Figura 10A) e 120d (Figura 10B), repetindo o padréao
de resposta observado para a capacidade fagocitica. Gleeson (2007) afirma que
existe uma disfungdo no sistema imunitario, incluindo as células componentes do
sistema imunitario inato, quando o exercicio se da em intensidades moderadas a
altas (55-75% do VO2 max e acima), que € agravada por sessdes mais longas que
1,5h e/ou executadas em jejum. O exercicio intenso também promove supressao na
resisténcia antiviral intrinseca de macrofagos alveolares (KOHUT et al, 1998), e
pode promover a diminuicdo dos niveis pré-exercicio de mondcitos séricos,
alterando seu processo de maturacdo a macréfagos (GABRIEL et al, 1994).
Interessante notar que, considerando-se a capacidade de retencéo lisossomal, o

grupo Ex do conjunto 180d (Figura 10C) apresentou aumento em relagao ao grupo
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S, e nao reducdo, apontando novamente para particularidade de resposta do
sistema imune dependente da faixa etaria.

Em relacdo ao efeito da suplementagdo sobre a funcionalidade de
macrofagos, animais do conjunto 90d (Figura 9A) apresentaram redugdo da
capacidade fagocitica de macrofagos quando suplementados com OFT (grupos
S+OFT e Ex+OFT em relagdo aos grupos S e EXx, respectivamente), bem como
redugcdo ou manutencdo da retencado lisossomal nestes grupos. Nos demais
conjuntos etarios (120d, 180d e 210d; Figuras 9B, 9C e 9D, respectivamente), a
suplementacao (grupo S+OFT e grupo Ex+OFT) ndo alterou a capacidade fagocitica
e a retencao lisossomal em relagdo aos animais ndo suplementados (grupo S e
grupo EX, respectivamente), exceto pelo grupo Ex+OFT do conjunto 210d que
apresentou reducdo da capacidade fagocitica em relagcdo ao grupo Ex. De forma
resumida, a suplementacdo com OFT ndo promoveu elevagcdo da capacidade
fagocitica e da retengdo lisossomal de macréofagos em nenhuma faixa etaria
estudada, independente da presenca de exercicio.

Ao contrario do que foi proposto em alguns estudos, os quais verificaram
aumento da funcionalidade de macréfagos por administragdo de OFT ou
alquilgliceréis (HAJIMORADI et al, 2009; BERDEL et al, 1980; HOMMA, MILLMAN,
YAMAMOTO, 1990), o presente estudo demonstra que OFT n&o apresentou este
efeito estimulador, considerando os parametros analisados que foram capacidade
fagocitica e retencao lisossomal de macrofagos. Os estudos de Vitorino et al (2010)
e de Belo et al (2010), de forma semelhante, ndo observaram aumento na atividade
funcional de macréfagos (capacidade fagocitica e retencao lisossomal) submetidos a
suplementacao com OFT, 1g/kg de peso corpoéreo. Estes resultados aparentemente
contraditorios provavelmente se devam aos diferentes delineamentos experimentais
dos estudos. Vitorino et al (2010) e Belo et al (2010) realizaram suplementagdo com
OFT 1g/kg, por 6 e 14 semanas, respectivamente, e observaram auséncia de efeito
estimulador da capacidade fagocitica e da retencédo lisossomal, assim como foi
observado no presente estudo. Por outro lado, os estudos que mostram efeito
imunoestimulador sobre a capacidade fagocitica de macrofagos, empregaram
diferentes doses e periodos de tempo de suplementacdo com OFT (HAJIMORADI et
al, 2009; BERDEL et al, 1980; HOMMA, MILLMAN, YAMAMOTO, 1990).
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Em relacdo a associagdo da suplementagdo com exercicio intenso (grupo
Ex+OFT), cabe destacar que promoveu efeitos diferentes sobre a capacidade
fagocitica e sobre a retencéo lisossomal de macréfagos. Com excegao do conjunto
etario 120d, nos demais foi observado que no grupo Ex+OFT o efeito da
suplementacao parece prevalecer sobre o efeito do exercicio quando se considera a
capacidade fagocitica dos macréfagos. Ja quando se observa a retencao lisossomal,
exceto para o conjunto 120d, o exercicio parece ter efeito mais importante (Ex+OFT
# S+OFT, p<0,05).

Capacidade fagocitica e capacidade de retengao lisossomal sdo parametros
supostamente relacionados de forma direta, uma vez que quanto maior a quantidade
de material fagocitado, teoricamente maior deve ser a quantidade de fagolisossomas
formados. No entanto, a literatura mostra que esta relagdo nao é direta desta forma,
e este trabalho confirma isto. Ao se observar a Figura 9 (capacidade fagocitica) e a
Figura 10 (capacidade de retencgao lisossomal), € possivel notar que nem sempre as
respostas sdo equivalentes. Por exemplo, o conjunto 90d na Figura 9A mostra o
grupo Ex com capacidade fagocitica similar a do grupo S, enquanto que na Figura
10A, o grupo Ex apresentou redugado de cerca de 40% na capacidade de retencao
lisossomal em relagdo ao grupo S. As células fagociticas possuem diversos
receptores de membrana envolvidos nas atividades de interagao celular, os quais,
dentre outras coisas, levam a reconhecimento e ativagado dessas células (STOUT;
SUTTLES, 2005) para o processo de fagocitose, no qual a ligagao de receptores de
membrana promove a polimerizagcdo de filamentos de actina, formando o
fagossoma.

Na sequéncia, os eventos que seguem sio fusbes de fagossomas com
lisossomas, gerando estruturas denominadas fagolisossomas (AMER, SWANSON,
2002). Sao tais estruturas que sao aferidas nas analises de capacidade fagocitica.
No entanto, a maior capacidade celular de retengdo lisossomal de patogenos e
particulas ndo é diretamente relacionada a capacidade fagocitica de fagdcitos.
Enquanto a capacidade fagocitica avalia a avidez dos fagocitos em englobar
componentes antigenos, a capacidade de retengéo lisossomal mensura o arsenal de
lisossomas previamente existentes nas células, disponiveis para a fusdo com as
particulas a serem endocitadas. Ao se comparar as Figuras 9 e 10, nota-se que para

o conjunto etario 90d ndo ha o mesmo padrao de resposta para capacidade
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fagocitica e retengao lisossomal, 0 mesmo acontecendo para o conjunto etario 210d.
No conjunto 90d, a presenga do exercicio intenso (grupo Ex) n&o alterou capacidade
fagocitica em relagdo ao grupo S, mas reduziu retencéo lisossomal, enquanto no
conjunto 210d o exercicio elevou a capacidade fagocitica sem alterar a retengao
lisossomal.

A funcionalidade de neutrdfilos foi avaliada considerando apenas 2 conjuntos
etarios, 120d e 210d. Em relagdo a capacidade fagocitica, o grupo submetido
exclusivamente ao exercicio (Ex) do conjunto etario 120d (Figura 11A) apresentou
diminuicao nesse parametro, comparado ao seu controle (S). Isso vai de encontro ao
que foi observado em alguns trabalhos em que a atividade dos neutréfilos foi
reduzida apos o exercicio intenso (LEWICKI et al, 1987; GLEESON, 2000;
LANCASTER et al, 2003). Animais com mais idade (conjunto 210d, Figura 11B) néo
apresentaram alteracdes na atividade fagocitaria de neutrdfilos. Simpson et al (2012)
destacam que o avangar da idade esta relacionado a um declinio da fungdo normal
de neutrdfilos, ou seja, era de se esperar perda funcional dos neutréfilos nos ratos
de maior idade estudados, o que nao foi observado. No entanto, eles também
informam que o exercicio regular tem a capacidade de aumentar a capacidade
fagocitica de neutrofilos em individuos mais velhos, o que também nao foi
observado. Possivelmente a idade de 210 dias nao seja avangada o suficiente para
promover essas alteracbes descritas na literatura em relacdo a fagocitose por
neutrofilos.

A suplementacdo com OFT n&o promoveu alteragéo da capacidade fagocitica
dos neutrdfilos nos conjuntos etarios 120d e 210d, assim como observado para os
macréfagos, o que corrobora os resultados descritos por Vitorino et al (2010) que
utilizou a mesma dose de 1g/kg de OFT que o utilizado no presente trabalho. A
suplementacao associada ao exercicio nao apresentou efeito diferente do observado
para o grupo suplementado ou exercitado.

No tocante a producao de espécies reativas de oxigénio (EROS), ndo foram
observadas diferencas entre os grupos quanto a capacidade de producdo de
peroxido de hidrogénio, tanto no conjunto etario 120d (Figura 12A) quanto no
conjunto 210d (Figura 12B). Ja a produgao de anion superoxido foi reduzida tanto
pela suplementagao (grupo S+OFT) quanto pelo exercicio (grupo Ex) no conjunto

etario 120d (Figura 13A), ndao havendo sobreposicdo destes efeitos isolados no
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grupo Ex+OFT. Alguns trabalhos demonstram que a resposta aguda ao exercicio (a
cada sessdo) se assemelha em varios aspectos aquelas respostas induzidas por
infeccao, sepse e trauma (NORTHOFF, WEINSTOCK, 1998), com aumento dos
neutrofilos circulantes em uma relagdo dependente da intensidade do esforgo.
Entretanto, estudos demonstram que apods varias sessdes de treinamento intenso,
que foi o que aconteceu no presente trabalho, a tendéncia é de diminuicdo da
capacidade de producao de EROS por essas células. Prasad et al (1991) sugeriram
que, apods sessbes de treinamento intenso, os neutréfilos possuiriam uma
capacidade menor de producdo de EROS em estimulos subsequentes com zimozan,
mas que, no entanto, essa capacidade se recupera com o tempo. Em relacédo a
suplementacdo com OFT, esta promoveu reducédo da producao de anion superoxido
no conjunto 120d, e este resultado vai contra o efeito imunoestimulante que a
literatura relata (PALMBLAD, SAMUELSON, BROHULT, 1990; TCHORZEWSKI,
2005), no entanto vai de encontro com o que foi observado por Vitorino et al (2010),
que utilizaram a mesma dose (1g/kg de OFT) que a empregada no presente estudo.
De fato, como ja discutido anteriormente, a dose de OFT administrada tem impacto
sobre as respostas celulares observadas, e isso explica pelo menos parcialmente as
diferengcas encontradas na literatura, seja em trabalhos com animais, seja com
humanos.

Embora ndo tenha sido observada significAncia estatistica, nota-se uma
tendéncia para o aumento da produgao de anion superoxido nos grupos exercitados
(Ex e Ex+OFT) do conjunto etario 210d (Figura 13B). Levando-se isso em
consideragdo, bem como a producdo de anion superdxido do conjunto 120d, as
informacgdes de Simpson et al (2012) de que o exercicio regular tem a capacidade de
aumentar a funcionalidade de neutréfilos em individuos mais velhos poderiam ser
utilizadas para explicar o dado.

Para analise da atividade das células da imunidade adaptativa estudadas
neste trabalho (linfécitos T), foi avaliada a capacidade de proliferacdo sob estimulo
de mitégeno (Concanavalina A), cujos valores foram aferidos 24, 48 e 72h apés o
inicio do estimulo. Concanavalina A é uma lectina com capacidade de ligagdo ao
receptor de linfécitos T, estimulando sua proliferagdo (PALACIOS, 1982). E
frequentemente utilizada em experimentacgao cientifica para estimular a proliferagao

de linfécitos T in vitro e permitir com isso a comparacao de diferentes populagbes
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destas células, sob diferentes condi¢coes. Alamar Blue® ¢é indicado para mensurar
quantitativamente a proliferacdo celular. Atua como um indicador de crescimento
colorimétrico relacionado & atividade metabdlica das células viaveis. A medida que
as células crescem, a atividade metabdlica resulta na redugao quimica do Alamar
Blue®, e na mudancga da cor de vermelho (ambiente reduzido) para azul (ambiente
oxidado), viabilizando a leitura de absorbancia em leitor de microplaca.

Nas primeiras 24 horas sendo desafiados pelo mitégeno, os linfécitos T de
animais do grupo Ex do conjunto etario 210d (Figura 14D) apresentaram proliferagao
linfocitaria significativamente maior comparada a do grupo S. Estes dados sugerem
que o exercicio exerceu papel mais relevante que a suplementagdo na estimulagao
de linfocitos T na idade mencionada. Apds 48 horas de cultivo, a suplementacao
com OFT (grupo S+OFT) do conjunto 210d (Figura 15D) promoveu significativa
elevacao da capacidade proliferativa em relacdo ao grupo controle (grupo S), e o
exercicio (grupo Ex) novamente apareceu como fator estimulante da capacidade
proliferativa de linfocitos nesta faixa etaria. Apenas apos 72 horas de cultivo na
presenca de mitdogeno € que os animais mais jovens (conjunto 90d, Figura 16A)
apresentaram maior capacidade proliferativa estimulada pela suplementacao (grupo
S+OFT). Ap6s 72h, a suplementagao (grupo S+OFT) e o exercicio (grupo Ex) no
conjunto 210d (Figura 16D) continuaram exercendo efeito importante sobre a
proliferacdo celular, porém de forma mais intensa que a observada apos 24 e 48h.
Portanto, observou-se em determinados momentos a capacidade individual das
intervengdes (exercicio ou suplementagdo) de promoverem aumento da capacidade
proliferativa de linfocitos. Particularmente para o conjunto etario 210d houve
aumento da proliferagéo linfocitaria em todos os tempos de cultivo celular, sendo
que o grupo Ex apresentou maior proliferagcédo linfocitaria, quando comparado ao
grupo S nos tempos 24 (28%), 48 (34%) e 72h (93%), bem como os linfocitos do
grupo S+OFT, os quais apresentaram aumento da proliferagdo em 20% (48h) e 50%
(72h), quando comparados a do grupo S. Percebe-se, portanto, que existe uma
tendéncia para que o tratamento com 6leo ou exercicio tenha efeitos positivos sob a
proliferagdo linfocitaria. No entanto, pode-se dizer de modo geral que, de acordo
com os dados apresentados, os animais de maior idade foram aqueles que mais se
beneficiaram dos tratamentos, haja vista a maior ocorréncia de significancia

estatistica (p<0,05) para as intervengdes nesse conjunto etario.
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Em relacdo a suplementacdo com OFT, ha trabalhos mostrando sua
influéncia sobre numero e/ou atividade de linfécitos. Hajimoradi et al (2010)
demonstrou que o OFT em doses de 50, 10, 5, 2.5 e 0.1mg/kg/dia administrado para
camundongos por 5 dias, promoveu maior atividade de linfécitos CD8,
demonstrando que ha relagdo da suplementagdo com a atividade linfocitaria.
Palmieri, Pannelli e Di Cerbo (2014) também observaram elevagdo no numero de
linfocitos plasmaticos obtidos de humanos idosos suplementados com 500 mg de
AKG durante 4 semanas. Qian et al (2014) demonstraram em estudos in vitro que
AKG foram capazes de impulsionar a proliferacdo e maturacao de linfocitos T e B.
Estudo realizado ha mais tempo por Lewkowicz et al (2005) demonstrou que a
suplementacdo de humanos com elevada dose de AKG (3,6 g/dia) durante 4
semanas levou a predominancia de producgao de citocinas Tipo | tais como IFN-y,
TNF-a e IL-2 por células mononucleares de sangue periférico, indicando claramente
a influéncia destes lipideos sobre a atividade linfocitaria.

Antes deste estudo, Guranska et al (2001) relataram significante aumento da
porcentagem de linfécitos T plasmaticos em pessoas portadoras de estomatite
aftosa recorrente suplementadas durante 3 meses com OFT, em comparagao com a
porcentagem de células antes do tratamento. Tomados juntos, estes dados da
literatura apontam para a capacidade do OFT ou AKG isolados de estimular a
funcionalidade de linfocitos. No entanto, nossos dados apontam interferéncia da
idade sobre a resposta linfocitaria de animais suplementados com OFT, e estas
diferengas promovidas pela idade sido de dificil comparagao com a literatura dada a
escassez de estudos que abordem o mesmo protocolo experimental para diferentes
faixas etarias. Independentemente disso, nossos dados indicam que a
suplementacao com 1 g/kg de OFT por 8 semanas parece ter maior impacto sobre a
capacidade proliferativa de linfécitos de individuos com mais idade (neste caso, com
210 dias).

A respeito do mecanismo molecular pelo qual OFT atua, é sabido que os
alquilglicerdis do OFT possuem influéncia sobre a atividade da proteina quinase C
(PKC), envolvida no controle da proliferagcdo celular (HEYMANS et al, 1987,
PUGLIESE et al, 1998) e, além disso, a PKC tem sua atividade aumentada pelo
exercicio, haja vista a sua sensibilizagdo pelo Ca*? (ROBLES et al, 2011; ROSE et

al, 2004). A ativagao dessa proteina é dependente de Ca*?, o qual permite a ligagéo
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da PKC no dominio intracelular a uma por¢cao da membrana plasmatica, sendo
ativada pelo 1,2 diacilglicerol (DAG) (DARNELL et al, 1990). O DAG encontra-se
aumentado durante a proliferagao celular e a maior ativagdo da PKC pode culminar
em maior proliferacao celular dos linfécitos.

Em relagc&o ao exercicio fisico, a maioria dos estudos aborda resposta aguda
do exercicio, e realizam protocolos em que linfécitos plasmaticos sdo coletados
imediatamente antes da sessdo, durante, logo apdés e 24 horas apds. Nestes
protocolos observa-se normalmente uma resposta bifasica, ou seja, aumento no
numero de linfocitos (linfocitose) durante e imediatamente apds a realizagédo do
exercicio, com numero de células caindo abaixo dos niveis mensurados pre-
exercicio durante as primeiras horas de recuperacao, e retornando aos niveis iniciais
apods 24h. Essas mudancas tendem a ser proporcionais a intensidade do exercicio,
mais que a duragao do mesmo. A linfocitose pode ser explicada pela influéncia da
adrenalina, que age diretamente sobre a expressdo de moléculas de adesédo nos
linfécitos, e indiretamente por influéncia simpatica sobre o débito cardiaco e
subsequente aumento na tensdo de cisalhamento (shear stress) associada ao
aumentado fluxo sanguineo. A queda no numero de linfocitos plasmaticos pode ser
explicada pela ocorréncia de apoptose e/ou redistribuicdo de células para outros
compartimentos (WALSH et al, 2011; TURNER, 2016). Os dois estudos a seguir sao
alguns dos que avaliaram efeito agudo do exercicio intenso sobre imunidade
adaptativa. Fisher et al (2011) avaliaram numero de linfocitos plasmaticos e
atividade de enzimas antioxidantes de linfécitos humanos antes, imediatamente
apos, 3 e 24h apods realizagao de exercicio intervalado de alta intensidade, em 3 dias
consecutivos. Verificaram que o exercicio ndo promoveu linfocitopenia pds-exercicio,
contrariando muitos estudos prévios, e que houve aumento da atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT)
nos linfécitos plasmaticos. Kruger et al (2016) coletaram amostras de sangue de
individuos submetidos a exercicio intervalado de alta intensidade antes,
imediatamente depois, 3 e 24h pds-exercicio para avaliar viabilidade de diferentes
subpopulagdes de linfocitos por citometria de fluxo e encontraram que este tipo de
exercicio promove mobilizagdo de linfocitos pouco diferenciados e linfécitos
reguladores (Tregs), bem como apoptose principalmente de linfocitos altamente

diferenciados, sem afetar os poucos diferenciados e reguladores.
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Ha estudos que avaliam o efeito crénico do exercicio intenso, como é o caso
do publicado por Monteiro et al (2017). Este estudo demonstrou que houve aumento
na concentragao plasmatica de IL-6 e IL-10 apds 8 semanas de exercicio intervalado
de alta intensidade associado a exercicio de forga, e sugere que o referido programa
de exercicio promove resposta inflamatéria benéfica, como adequada capacidade de
recrutamento de macréfagos. Outro estudo utilizando o exercicio intervalado de alta
intensidade foi desenvolvido por Born et al (2017), o qual avaliou a fungao imune de
mucosa apos 3 semanas de treinamento. Os pesquisadores encontraram que a
exposigao cronica ao exercicio promoveu aumento de secreg¢ao de IgA na saliva, ao
contrario do que se hipotetizava inicialmente. Estes dois estudos crénicos, bem
como os dois anteriores relacionados a efeito agudo do exercicio, foram realizados
em humanos. Nosso estudo foi realizado em modelo animal, a partir do qual
diferentes informagbes podem ser obtidas, como por exemplo, a capacidade
proliferativa de linfocitos de linfonodos mesentéricos, 6rgao linfoide secundario onde
a comunicacdo entre sistema imune inato e adaptativo se processa através da
apresentacao de antigenos. Ha escassez na literatura de dados obtidos de estudos
em modelo animal, o que torna limitada a comparagdo dos nossos resultados. No
entanto, varios resultados obtidos de humanos revelam, assim como 0s nossos, que
a realizagdo de exercicio de alta intensidade por longo periodo de tempo nao
promove prejuizo de funcgao linfocitaria (BORN et al, 2017; MONTEIRO et al, 2017).

Diferente dos trabalhos ja publicados envolvendo realizacdo crénica de
exercicio intervalado de intensidade progressiva e atividade linfocitaria, nosso
estudo investigou o impacto deste exercicio sobre a imunidade de individuos de
diferentes faixas etarias. Nossos resultados indicam diferentes padrées de resposta
linfocitaria nos conjuntos etarios estudados, sendo o conjunto 210d o que mais
respondeu ao exercicio. Apesar de estar claro na literatura que ratos com 210 dias
nao sao considerados idosos, sabe-se também que ha mudancas que acometem o
sistema imune com o passar da idade, particularmente linfécitos T, processo
denominado imunosenescéncia. E bem documentado que com o passar da idade
ha aumento da susceptibilidade a infecgdes, ao surgimento de células cancerosas,
desordens autoimunes e doengas inflamatérias cronicas (FULOP et al, 2013).
Evidéncias experimentais indicam que o envelhecimento esta associado ao baixo

namero de linfécitos T “naive”, alta proporgdo de células T de memodria altamente
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diferenciadas (late-stage differentiated effector memory cells), e pobre resposta
proliferativa a mitdogenos (TURNER, 2016). No presente trabalho foi possivel
observar que a realizagdo de exercicio intervalado de intensidade progressiva de
forma crénica promoveu aumento da capacidade proliferativa dos linfécitos T
estimulados com concanavalina A dos animais com mais idade investigados. Esse
resultado sugere que este tipo de exercicio ndo traz prejuizo a fungdo do sistema
imune adaptativo se realizado por individuos com mais idade, no entanto
informacdes adicionais tais como padrdo de citocinas plasmaticas e determinagao
quantitativa das subclasses de linfocitos circulantes e presentes em 6rgaos linfoides
Sao necessarias.

A associagao do exercicio fisico intenso crénico e a suplementagcdo com OFT
(grupo Ex+OFT) promoveu elevagao da proliferacéo de linfocitos T no conjunto 120d
apos 24h de estimulo com concanavalina A, e também no conjunto 210d apds 72h.
Em ambos os casos, esta elevacao parece ser devida a presencga do exercicio fisico,
e nao a suplementacéo. Nota-se que a associacdo de exercicio com suplementacao
nao promoveu efeito aditivo ou sinérgico sobre a capacidade proliferativa de
linfocitos. Para explicar isso, é sugerido que os dois tipos de intervengdo podem
partilhar de vias comuns de sinalizagao celular. Isto € o que sugere Vitorino et al
(2010), quando observou semelhantemente que nao havia potencializagéo entre os
dois tratamentos (suplementagdo com OFT e exercicio moderado, no caso), apesar
da diferenga do tipo e intensidade do exercicio proposto.

Particularmente em relacédo ao exercicio fisico e resposta imunitaria, é vasta a
literatura disponivel. No entanto cabe ressaltar aqui que sdo muitas as variaveis que
podem interferir nas respostas aferidas, e que estas variaveis acabam sendo
limitantes para que se fagcam comparacdes adequadas. O exercicio pode ser
moderado ou intenso, cronico ou agudo. Em se tratando especificamente de
exercicio intervalado de alta intensidade, ha aquele realizado de forma aerdbica
(aerobic HIIT program) e aquele realizado como exercicio de forga ou resisténcia
(resistance HIIT program). O exercicio pode variar quanto ao tempo de execucgéao de
cada sessdo, e quanto ao numero de sessdes por semana. Individuos submetidos
ao exercicio podem ser sedentarios ou ter histérico prévio de atividade ou
treinamento fisico, o que por si s6 ja se constitui em um problema, pois como definir

0 que torna um individuo fisicamente ativo? Ainda, individuos, tanto em modelo
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humano, como animal, podem ser saudaveis ou portadores de alguma patologia,
bem como podem ser de diferentes espécies, no caso dos animais (estudos em
modelo animal utilizam Rattus novergicus, e geram informagdes nem sempre
comparaveis aos estudos em modelo humano) (TURNER, 2016). Sabe-se que
esses fatores interferem no padrao de resposta do sistema imunitario, e diferentes
desenhos experimentais se propdem a responder perguntas especificas.

Pode ser elencada como limitacdo do presente trabalho o fato de nao termos
grupo experimental submetido a exercicio moderado para comparagdo. Ha uma
percepcao geral por atletas e outros individuos fisicamente ativos de que atividade
fisica moderada regular aumenta resisténcia a doencas infecciosas do trato
respiratorio superior, enquanto o exercicio intenso diminui esta resisténcia
(MACKINNON, 2000). Apesar desta afirmagdo n&o ser completamente verdadeira
devido as muitas variaveis envolvidas (tempo de cada sessdo, numero de sessodes
semanais, entre outras), ha caréncia de estudos que avaliem efeito da idade sobre a
resposta imunitaria de praticantes de exercicio moderado e intenso.

Outra limitacdo é o fato de nao termos avaliado a atividade de linfocitos
plasmaticos, o que nos permitiria fazer comparagdes mais adequadas com dados
obtidos de estudos com humanos. E por fim, a avaliacédo da atividade de neutrofilos
em apenas duas faixas etarias limitou o alcance dos resultados e as comparagdes

possiveis com a literatura.
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5. CONCLUSOES

Tomados juntos, os resultados deste trabalho indicam que a suplementagao
crbnica com OFT e o exercicio cronico intervalado de intensidade progressiva,
quando aplicados isoladamente, promovem efeitos sobre os parametros metabdlicos
e imunitarios que varia conforme a faixa etaria dos animais. N&o temos
conhecimento de literatura que tenha aplicado o mesmo protocolo experimental em
diferentes faixas etarias, seja de animais ou humanos, o que torna nossa abordagem
experimental inédita, e nossos resultados importantes a medida que apontam para
variadas respostas dependendo da idade do individuo. Ainda, observamos que a
associacdo do exercicio com a suplementacdo nao exerceu efeito aditivo ou
sinérgico sobre os parametros analisados.

De forma geral, é possivel afirmar que o exercicio intervalado de intensidade
progressiva nao prejudica a fungdo imunitaria, promovendo elevagdo da
funcionalidade de macrofagos e linfocitos T. A suplementacdo com OFT na dose
escolhida ndo promoveu efeito estimulatério sobre as células da imunidade inata
estudadas, mas sim sobre linfocitos. As respostas metabdlicas e imunitarias

variaram conforme a idade dos individuos.
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