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RESUMO

A relacdo entre exercicio intenso, imunidade e infeccdo foram estudadas pela
primeira vez em 1901 por Larrabee. Quatro atletas apresentaram aumento na
quantidade de neutrdfilos circulantes. Larrabee notou que esta mudancga nas células
sanguineas estava associada a doencgas inflamatodrias. Trinta anos mais tarde,
Baetjer estudando exercicio e infecgdo demonstrou que “fadiga muscular, baixa
resisténcia e doencas infecciosas, principalmente do trato respiratério superior,
acometiam esses atletas”. A resposta do sistema imunitario ao exercicio prolongado
(> 90 min.) recebeu mais atengdo apos a publicacdo de estudos epidemiolégicos
sugerindo aumento de infecgao no trato respiratério superior (ITRS) durante uma ou
duas semanas apo6s corridas de maratona e ultramaratona. O estudo da associagao
da dieta e atividade fisica e seus efeitos sobre o sistema imunitario tém sido pouco
explorados. O presente trabalho investigou o efeito da suplementagcdo com éleo de
peixe, rico em AGPI n-3, 1 g/kg de peso corporal”, associado ao treinamento de
natacdo em ratos Wistar. Quarenta animais foram separados em quatro grupos:
Sedentario sem suplementacao (C), sedentario com suplementagao (N-3), treinado
sem suplementacédo (TRE) e treinado com suplementagcdo (TRE N-3). Apos seis
semanas de treinamento e trés dias de descanso para investigacao dos efeitos
cronicos do exercicio, os animais foram ortotanasiados, e sangue e tecido coletados.
Os dados foram submetidos a analise de varidncia de duas vias (two-way ANOVA)
com pos-teste de Tukey, com nivel de significancia para p < 0,05. A proliferagcao
linfocitaria no grupo sedentario suplementado com o6leo de peixe (N-3) foi
basalmente maior que o grupo controle e o mesmo foi observado para o grupo
treinado (TRE). A associacdo de TRE com N-3 interessantemente foi similar a do
grupo C. O mitégeno concanavalina A estimulou a proliferagdo em todos os grupos,
contudo no grupo TRE a proliferagao foi significativamente menor. O estimulo com
LPS promoveu o mesmo efeito de estimulagdo, contudo os resultados foram
similares aos descritos no estado basal. A producdo de NO pelos macréfago
peritoneais foi similar entre todos os grupos, exceto no TRE que foi menor. O
estimulo com LPS induziu a producao elevada entre todos os grupos nao havendo
diferenca entre eles. A produgao de anion superoxido pelo macréfagos peritoneais
do grupo C e N-3 nao foi diferente (P>0,05). O treinamento elevou significativamente
a producdo e a associagdo com o6leo de peixe ndo modificou este cenario ficando
igual ao grupo TRE. Interessantemente quando avaliamos a producdo de anion
superoxido pelos neutrofilos obtivemos uma imagem especular quando comparada a
dos macrofagos peritoneais. Ja a produgcédo de H,O, pelos macrofagos peritoneais
ou neutrofilos nao foi diferente entre os grupos. Estes resultados nos sugerem que a
suplementagdo com 6leo de peixe modula diferentemente as células do sistema
imunitario, seja da resposta inata ou adaptativa e o mesmo pode ser dito sobre a
atividade fisica. A associacao de suplementacdo com 6leo de peixe com atividade
fisica ndo provocou alteragdo adicional, as ja promovidas pela suplementagdo ou
atividade fisica. Isto nos permite indicar que talvez a via de sinalizagdo seja
compartilhada pelo mesmo estimulo, dieta e atividade fisica.



ABSTRACT

The relationship between intensive exercise, immunity, and infection were first shown
by Larrabee (1901). He reported in four athletes neutrophils increased in the blood.
He also noted that this change in the blood cells was associated with the
development of inflammatory diseases. Thirty years later, Baetjer studying physical
exercise and infection showed that “muscle fatigue, low resistance and infectious
diseases, especially in the breathing realm affected these athletes”. The response of
the immunity system to intensive exercise (> 70% do VO2nax) for long period of time
(> 90 min.) received more attention after the publication of epidemiologic studies
suggesting an increase of infection in the tract respiratory superior (ITRS) for a period
of one to two weeks after running a marathon or a ultra-marathon. The present study
aimed to investigate the effect of fish oil (FO) supplementation, associated to
exercise on immune system of Wistar rats. Forty animals were separated in four
groups. Sedentary not supplemented (C), sedentary supplement with fish oil (N-3),
exercised not supplemented (TRE) and exercised supplemented with fish oil (TRE N-
3). After six weeks of training the animals were killed. Blood and tissue were
collected. The data were submitted to two-way ANOVA followed by post hoc Tukey
test. The proliferation rate of gut associated lymphocytes in the N-3 group was
basally higher when compared to C group and the same was shown for the TRE
group. Exercise associated to fish oil supplementation was similar to C group. The
addition of mitogen stimuli, Con-A, induced all group to proliferate but in the TRE it
was lower (P<0,05) when compared to all groups. The LPS presence also caused
increase in the lymphocyte proliferation, however the results were similar to those
seen in the basal state. The nitric oxide production (NO) by peritoneal macrophages
was identical in all groups except in the TRE group which was lower. The presence of
LPS induced the increase of NO production by all groups however they were not
different among them. The anion superoxide production by peritoneal macrophages
by C and N-3 group was not different. Interestingly the TRE increased significantly
the production and the association with fish oil supplementation (TRE N-3) did not
cause any further increase. On the other hand, the anion superoxide production by
circulating neutrophils was completely inverse to that shown by peritoneal
macrophages. But the H,O, production by neutrophils and macrophages were
identical. Our results suggest fish oil supplementation modulates immune system as
well as physical activity. The association between FO supplementation and exercise
did not induce further modifications. We hypothesize that they might share the same
via of signal transduction to modulate immune system. This hypothesis must be
tested.



LISTA DE ABREVIATURAS

HO'...........  Radical Hidroxila
AG...........  Acido Graxo

AGE.......... Acidos Graxos Essenciais
ANOVA....: Analise de Variancia
B............... Linfécitos B

CD19........ Marcador de Superficie 19
CD4.......... Marcador de Superficie 4
CD8.......... Marcador de Superficie 8
CK............. Creatina Kinase

Con-A....... Concanavalina A
CPM........... Contagem Por Minuto
DHA..........  Acido Docosahexaendico
DMSO......: Dimetil Sulféxido
EPA......... Acido Ecosapentaendico
EROs........ Espécies Reativas do Oxigénio
H205 ........:. Peroxido de Hidrogénio
HsPO, ...... Acido Fosférico

IFN............ Interferon

IFN-Y........  Interferon Y

IgA.......... : Imunoglobulina A
IgE............ Imunoglobulina E
Igs............. Imunoglobulinas

IL-1........... Interleucina 1

IL-10......... Interleucina 10

IL-1ra........  Antagonista do Receptor Do IL-1
IL-2........... Interleucina 2

IL4........... Interleucina 4

IL-5.......... . Interleucina 5

IL-6........... Interleucina 6

IL-8........... Interleucina 8

ITRS......... Infeccbes do Trato Respiratério Superior
LPS........... Lipopolissacarideos
NBT..........  Nitroblue Tetrazolium
NK........... Natural Killer

NO............  Oxido Nitrico

PBS........... Tampao Salina Fosfatada
PHA.......... Fitohemanglutinina
PMA.......... Ester de Forbol de Miristato
PMNC....... Células Polimorfonucleares
PR-C......... Proteina Reativa C
AGPI.........  Acidos Graxos Poliinsaturados
Tc............. Células T Citotoxicas
Th............ Linfécitos T Helper
Th1.........: Linfécitos T Helper 1
Th2.......... Linfécitos T Helper 2

TNF-a....... Fator de Necrose Tumoral-a



Receptor para Fator de Necrose Tumoral



LISTA DE TABELAS

Tabela 01- Efeitos do exercicio extenuante sobre o sistema imunitario



LISTA DE FIGURAS

T U= T O PSP 14
o U= T 0 2P 20
o U= T O TP 24
FIGUIA Q4. ..ttt e e e ae e e e e as 32
FIGUIa 05, .t 40
FIGUIA 06 ettt e e e e e e e as 41
FIGUIA O7 ..t e e e e a e e aaeens 43
FIGUIA O8....eeieiee e 45
FIGUIa 0.t 46
FIGUIA 10, e a e 47
o U =T I PR U PSP PPPPPR 48

FIQUIA T2, et aa e 49



12

1.0 INTRODUGAO

Alguns estimulos promovem alteragdes na quantidade e na fungdo das
células do sistema imunitario. O exercicio de longa duragéo e a suplementagao quer
seja de 4&cidos graxos saturados ou insaturados modificam a dindmica da
funcionalidade das células de defesa (CALDER et al., 2002)

Competigcdes e treinamento de alta intensidade que duram mais de 90
minutos com utilizagao de 70% do V02méx1 promovem o aparecimento de infecgdes e
inflamacdes (NIEMAN, 1996), principalmente das vias aéreas do trato respiratério
superior (ITRS). Isto, como consequéncia, causa debilidade no desempenho do
atleta.

Nos dultimos 200 anos a populacdo humana aumentou enormemente o
consumo de acidos graxos, em especial os de gordura saturada, trans e de
poliinsaturados (AGPI) da familia 6mega-6 (n-6), com redugdo concomitante dos
acidos graxos da familia 6mega-3 (n-3) e também das vitaminas antioxidantes C e E.
Esta alteracdo foi maior na sociedade ocidental, onde a razido de AGPI n-6 e n-3
encontra-se elevada. Atualmente, a populagdo ocidental ingere quantidade muito
grande de AGPI n-6 em relacdo a de n-3 (15-30:1). Esta alteragdo da dieta foi
acompanhada de desequilibrio das funcbes do sistema imunitario e esta associada
ao desenvolvimento de inflamagdes, cancer, doencas autoimunes e
cardiovasculares. Essas duas familias de AGPI (n-6 e n-3) sdo consideradas
essenciais porque nao podem ser sintetizadas pelos mamiferos e também nao
podem ser interconvertidas. As auséncias desses nutrientes na dieta causam sérios
disturbios que podem levar o individuo a morte.

Oleo de peixe, rico em AGPI n-3, tem a habilidade de modular o sistema
imunitario. Atletas de esportes de alta intensidade e longa duracdo sdo mais
freqlientemente acometidos de infecgdes e inflamacdes. Assim, a suplementacao
com Oleo de peixe poderia ajudar na reducéo dos indices de infeccbes decorrentes
da modalidade praticada. Consequentemente poderiam ganhar tanto na preservagao
do sistema imunitario bem como no préprio treinamento, que nao sofreria
interrupgdes ou alteragdes devido a essas doengas.

Atletas que realizam exercicios de longa duragdo e alta intensidade,

frequentemente, apresentam inflamacbées e infeccbes, em especial as do trato

! Capacidade de absorgao de Oxigénio
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respiratorio superior (ITRS), quando comparados a individuos sedentarios ou mesmo
a atletas que executam atividade de intensidade leve a moderada.

O objetivo desse trabalho foi o de investigar o efeito da suplementagdao com dleo
de peixe, rico em AGPI n-3, sobre as células do sistema imunitario de individuos
submetidos a exercicio de longa duragdo, avaliando a taxa de proliferagcido de
linfocitos obtidos do linfonodo mesentérico, nos macrofagos a produgao de perdxido
de hidrogénio, anion superodxido e 6xido nitrico, e por neutréfilos a produgcédo de

anion superéxido e peroxido de hidrogénio.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

A palavra lipideo é derivada do grego lipos que significa gordura. Os lipideos
ou gorduras envolvem uma série de diferentes substancias hidrofébicas, as quais
desempenham diferentes papéis nos organismos, tais como reserva de energia,
composicao de membranas, cofatores enzimaticos, transportadores de elétrons,
pigmentos que absorvem a luz, ancoras hidrofdbicas, agentes emulsificantes,
horménios e mensageiros intracelulares (LEHNINGER, NELSON & COX, 2000). A
estrutura fundamental dos lipideos € composta de acidos graxos ou estruturas

diretamente a eles relacionados, como alcoois, aldeidos ou aminas.

2.1 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS N-3

Os acidos graxos (AG) sao tijolos para sintese de lipideos. Eles formam uma
cadeia de atomos de carbono, nos quais estdo ligados atomos de hidrogénio. As
propriedades dos AG, como solubilidade e flexibilidade, sdo determinadas pelo
tamanho da cadeia e grau de insaturacao, sendo que AG poliinsaturados de cadeia
longa, sao mais flexiveis e soluveis que os saturados (NETTLETON, 1995). Ha
duas importantes familias de AG poliinsaturados (AGPI): a familia n-6 (bmega-6 ou
w-6), derivada do AG essencial linoléico; a familia n-3 (bmega-3 ou w-3), derivada
do AG essencial linolénico. Em adicdo, as duas familias nao podem ser
interconvertidas (JIANG et al, 1998; CALDER, 2001). Esses dois AG sao
considerados essenciais (AGE) porque ndo podem ser sintetizados pelo organismo.
A auséncia desses nutrientes na dieta estd associada ao aparecimento de
sindromes que podem levar a morte. A essencialidade dos AGPI n-6 é conhecida
desde a década de 1930. Sua deficiéncia, por exemplo, esta associada a
problemas dérmicos. Quanto ao AGPI n-3, s6 apdés 1980 é que se descobriu sua
necessidade na dieta, para evitar, principalmente, disturbios neurologicos e visuais
(CURI et al., 2002). Estudos recentes demonstraram que a ingestdo de peixes,
principal fonte de AGPI n-3, reduz o risco de doengas cardiovasculares (HE et al.,
2002; WILLETT & SPAMPFER, 2003).

Atualmente (FIGURA 01), a populagdo ocidental ingere quantidade muito
grande de AGPI n-6 em relagdo a de n-3 (15-30:1). Isto tem sido associado ao

desenvolvimento de varias patogenias, tais como doengas cardiovasculares,
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cancer, doencas autoimunes e inflamatorias (ABEYWARDENA, 2001;
SIMOPOULQOS, 2002). Varios estudos tém demonstrado que a ingestdo adequada
de AGPI n-3 pode diminuir os riscos de desenvolvimento destas patogenias
(ASHERIO et al., 1996; ALEXANDER, 1998; PABLO, PUERTOLLANO &
CIENFUEGOS, 2000; CALDER et al., 2002; CURI et al., 2002; TOGNI, OTTA &
FOLADOR 2003). SIMOPOULOS (2002) advoga que se a ingestdo de AGPI n-6 e
n-3 for nas proporcdes de:

4:1 = teriamos reducao de 70% da mortalidade por doencas cardiovasculares;

2,5:1 = teriamos reducéao da proliferacdo celular em pacientes com cancer de
colo retal;

2-3:1 = teriamos diminuicdo da inflamagdo em pacientes com artrite
reumatoide;

5:1 = teriamos beneficios em pacientes com asma.
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FIGURA 01. Percentagem de gordura ingerida por nossos ancestrais desde a
época paleolitica até a atualidade. A.P. Simopoulos, 2002.
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2.2 AGPI E SISTEMA IMUNITARIO

Os AG modificam a resposta imunitaria especifica, agindo como mediadores
intracelulares e intercelulares. Os AGPI da familia émega—3 em concentragéo
elevada tém efeito supressor, inibindo a proliferagao de linfocitos, a produgao de
anticorpos e citocinas, a expressao de moléculas de adeséo, a atividade de células
citotoxicas e causam a morte celular (CURI et al., 2002). Tem sido relatado que a
suplementagdo com 6leo de peixe, rico em AGPI n-3, reduz a producido das
citocinas interleucina 1(IL-1), interleucina 6 (IL-6), do fator de necrose tumoral (TNF)
pelas células mononucleares em voluntarios normais, sendo que este efeito é
mantido por varias semanas apods a interrupgdo da suplementacdo (ENDRES,
GHORBANI & KELLEY, 1989; COOPER et al., 1993). Dietas ricas em AGPI n-3
diminuem a produgcdo de interleucina 2 (IL-2) pelos linfécitos de roedores e
humanos. A IL-2 e interferon-gama (IFN-y) estdo envolvidos na imunidade célula-
mediada, na ativagdo de macrofagos e células NK (natural killer) e na rejeigéo de
transplantes e reacgdes inflamatérias (MEYDANI, LICHTENSTEIN & CORNWALL,
1993; CALDER 1996 e 1998a).

O papel modulador dos AGPI n-3 sobre o sistema imunitario tem sido
comprovado através de estudos epidemiolégicos, clinicos e em modelos animais
(CALDER, 1996, 1998a, b) e através da observagao das populagdes de esquimds,
que consomem grande quantidade de 6leo de peixe e possuem baixa incidéncia de
doencas autoimunes (KROMANN & GREEN, 1980; BITTINER et al., 1988). Varios
estudos tém demonstrado significante redugdo de inflamagbes em pacientes com
artrite reumatoide (KREMER et al. 1990), psoriase (BITTINER et al., 1988), lupus
eritematoso (WATSON et al. 1991) e esclerose multipla (DAS, 1994; HARBIGE,
1998). Em geral, essas doengas autoimunes sdo caracterizadas pela atividade
exacerbada do sistema imunitario, com ativacdo inapropriada dos linfécitos T,
resultando na destruicdo de tecidos do hospedeiro. Tipicamente, os sitios de
destruicdo (por exemplo, articulagbes na artrite reumatoide, tecido neural na
esclerose multipla) contém linfocitos T ativados e mediadores quimicos produzidos
por essas células, que podem estimular macréfagos. A proliferagao dos linfécitos e
ativacdo de macréfagos € parte importante na resposta autoimune e a regulagao
desse processo representa papel central na modulagcdo do sistema imunitario
(NETTLETON, 1995).
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2.3 EXERCICIO E O SISTEMA IMUNITARIO

A resposta imunitaria ocorre devido a uma variedade de estimulos causados por
doencas invasivas, sejam infecciosas ou neoplasicas. Esta resposta € dada pelo
recrutamento de células especializadas, as quais secretam substancias capazes de
alterar o metabolismo do organismo portador. As células recrutadas sdo os
leucécitos, que estdo categorizados em dois grupos funcionais: os fagdcitos
(mastocitos, mondcitos, neutrdfilos e basdfilos) e os linfécitos [linfocitos B, T e
células natural killer (NK)]. Estas células nao atuam isoladamente, havendo
necessidade da presenca das duas classes celulares para o sistema imunitario
executar sua fungédo com eficiéncia (JANEWAY et al., 2000).

Os linfécitos (dependendo do microambiente onde ocorre sua maturagao,
marcadores de membrana, reacdes a estimulos, padrées de migragdo e meia vida),
podem ser do tipo B (LB) ou T (LT). Normalmente presentes do sistema circulatério
no estado quiescente, estas células sdo maturadas em 6rgéos linféides secundarios,
como a medula déssea, timo, baco e linfonodos ou estdo dispersos em outras
localidades do corpo. Os linfécitos T e B tém lugares especificos para seu
desenvolvimento, sendo que no timo ha desenvolvimento dos T; na medula 6ssea e
baco o dos B. (ARDAWI & NEWSHOLME, 1985; JANEWAY et al., 2000). Estas
células sdo produzidas diariamente nesses érgdos na ordem de 10°, de onde
migram, via circulacdo, para outros o6rgaos linféides ou aqueles associados a
mucosas (o6rgdos linféides secundarios). Estas células sdo pequenas e
arredondadas, apresentando diametro que varia de 6 a 10 um, com alta ou baixa
relagao nucleo citoplasma e com variacdes na forma nuclear e na presenga ou nao
de granulos azurofilicos no citoplasma (ROITT et. al., 1998; CURI, 1994). Estas
células sdo importantes na resposta imunitaria tanto humoral quanto celular e, sua
funcionalidade esta relacionada ndo sé com a capacidade de defesa do organismo
contra infecgbes, mas também com o desenvolvimento de doengas autoimunes.
Estimulo do tipo invasivo ou neoplasico é capaz de promover a ativacdo dessas
células, levando-as a se proliferarem, sintetizar e secretar substancias (citocinas)
envolvidas na resposta imunitaria (JANEWAY et al,. 2000).

Linfocitos B participam da resposta humoral. Quando ativados, se diferenciam

em plasmacitos produzindo imunoglobulinas (Igs). Proliferam-se quando estimulados
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por antigenos especificos, como interleucina-4 ou artificialmente com
lipopolissacarideos (LPS) da parede de bactéria. Ja os linfécitos T, responsaveis
pela resposta imunitaria celular proliferam-se, ativamente, quando estimulados com
a interleucina-2 ou artificialmente pelo uso de mitégenos, como por exemplo, a
concanavalina-A (Con-A).

Os linfocitos T ndo sintetizam imunoglobulinas, atuam modulando a resposta
imunitaria através da produgdo de citocinas e ativando outras células, como por
exemplo, os macrofagos. As células T séo divididas em duas classes bem distintas:
células T auxiliar (helper-Th) e células T citotdxicas (Tc). Essas classes sao bem
definidas pela presenca de proteinas de superficie celular. Os linfécitos Th sédo os
principais coordenadores da resposta imunitaria, uma vez que sdo necessarios para
a ativagao das células que expressam antigenos estranhos. (ALBERTS et. al., 1997,
ROITT et. al., 1998; CALDER, 2001). Além das funcdes descritas, os linfécitos Th e
Tc também podem suprimir a resposta imunitaria.

Existe outra classe de linfocitos, ainda ndo bem definida, conhecida como T
supressor. De fato, ndo € evidente se a supressao da resposta imunitaria € mediada
por um tipo distinto de célula T ou por células, que dependendo da situacao, podem
agir como auxiliares ou citotoxicas (JANEWAY et al., 2000).

As populagdes de linfécitos Th sdo subdivididas funcionalmente de acordo com
0 padrao de citocinas que produzem. As células do tipo 1, denominadas Th1, sao
células que produzem interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFN,), capazes de
ativar macrofagos, células natural killer e Tc. Os linfocitos Th2 produzem
interleucina-4 (IL-4), que estimulam a produgao de IgE pelos linfocitos, interleucina-5
(IL-5), fator de ativacado de eosindfilos e interleucina-10 (IL-10), que juntamente com
IL-4 suprimem a imunidade mediada por célula (MOSSMANN et al., 1996;
CALDER,1998; 2001). Cada grupo de citocinas produzida por um tipo celular, inibe a
producéao de citocinas do outro tipo celular.

Exercicio esta associado com a grande alteracdo da quantidade de leucécitos.
Apods 2h30min a 3h de corrida intensa foi demonstrado aumento na quantidade de
leucécitos, atingindo o pico aproximadamente 3h apds a corrida e retornando ao
normal no dia seguinte. A quantidade de granuldcitos aumentou fortemente (250%)
acompanhada de mondécitos (60%) enquanto linfécitos emergem do compartimento
sanguineo (40%). Ha decréscimo nos linfécitos por pelo menos 6 hs, representados

por células T e NK, mas nao de células B. E interessante notar que duas células do
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sistema imunitario inato mudam sua quantidade na reacdo desencadeada pelo
exercicio intenso.

Neutrofilos e mondcitos sdo a primeira linha de defesa para eliminar agentes
estranhos e séo responsaveis pela resposta inflamatoria do tecido muscular (EVANS
& CANNON, 1991). Alguns estudos tém sido conduzidos para definir a resposta
dessas células fagocitarias, especialmente os mondécitos, decorrente do exercicio
intenso e prolongado (ORTEGA, 1994). Mondcitos e neutréfilos invadem a area
inflamada e realizam a fagocitose. O estresse e a sobrecarga reduzem a capacidade

dos neutrdéfilos em oxidar esses agentes infecciosos (PYNE, 1994).

2.4 EXERCICIO E PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

As maiorias dos estudos realizadas sobre proliferagao de linfécitos, usaram
mitdgenos que induzem muitos, sendo todos, os linfocitos de um certo tipo, a
proliferarem-se (JANEWAY & TRAVERS, 1994). Estudos em seres humanos
indicam que ha declinio na resposta dos linfécitos aos mitdégenos fitohemaglutinina
(PHA) e concanavalina-A (Con-A) durante e por até muitas horas apds o exercicio;
isto também foi detectado consistentemente em estudos em animais, (Tabela 1,
PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000) ocorrendo, pelo menos em parte, devido

ao aumento das células NK na circulacao (FRY et. al,1992).
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Efeitos do exercicio extenuante sobre o sistema imunitario

| Durante Exercicio Apbs Exercicio

|Contagem de neutrdfilos T ™

|Contagem de mondcitos

|Contagem de linfécitos

|Contagem células T CD4+

|Contagem células T CD8+

|Contagem de células B CD19+

|Contagem de células NK CD16+56

|Apoptosi em linfécitos

|Resposta proliferativa a mitégenos

|Resposta dos anticorpos in vitro

|| «| «| =l =l = = = »

|IgA da saliva

Tempo de resposta hipersensivel
(teste de pele)

|Atividade das células NK 1

|Atividade das células LAK 1

|Prote|'na C-reativa

|Neopterina

|Concentragéo plasmatica de TNF- 0

|Concentragéo plasmatica de IL-1 0

|Concentragéo plasmatica de IL-6 ™

|Concentragéo plasmatica de IL-1ra ™

|Concentragéo plasmética de IL-10 0

|Concentragéo plasmatica de TNF-R 0

= = = =l =l =2l =2 =l =l < «l| <l «| «|| «|| = <l «| «| «| «| =

Concentracao plasmatica de MIP-1
IL-8

T- Acréscimo; - Decréscimo; T7- Acréscimo acentuado; TNF--fator de necrose tumoral-; TNF-
R-fator de necrose tumoral receptor; IL- interleucina; MIP- proteina inflamatéria macréfago.

Tabela 01-Efeitos do exercicio extenuante sobre o sistema imunitario.
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A resposta da proliferacdo e distribuicdo na subpopulacdo das células do
sangue foram estudadas no exercicio concéntrico da bicicleta com 75% do VO max,
1h de duragéo (TVEDE et. al.,1989). De acordo com muitos outros estudos a
resposta a PHA e das células T auxiliares declinaram, e as células NK aumentaram
durante o exercicio. Desta forma, mais linfécitos séo recrutados do sangue. Assim,
as respostas mais baixas a PHA e a Con-A refletem em mudancgas proporcionais nos
subconjuntos de linfocitos, e declinio na porcentagem de células T (NIELSEN &
PEDERSEN, 1997). Apos o exercicio a concentracao total de linfocitos diminui, e a
resposta de proliferagcdo permanece inalterada dos valores obtidos antes do
exercicio. Conseqlentemente, o total na funcédo de linfocitos pode ser considerado

suprimido apos o exercicio (FIGURA 02).
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FIGURA 02-Resposta a produgéo linfocitaria e de leucdcitos apos corrida intensa realizada por 62
maratonistas. * P< 0,01 relativo a pré-corrida
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2.5 PRODUGCAO DE ANTICORPOS E IMUNIDADE DA MUCOSA

Para muitos imunologistas, as secre¢gbes da mucosa sao a primeira barreira
contra a colonizagdo de microorganismos patogénicos. Embora IgA da mucosa
constitua somente de 10 a 15% da imunoglobulina total no sangue, a concentragéo
de IgA na mucosa esta mais relacionada com ITRS do que os proprios anticorpos do
sangue (LIEW et. al., 1984). Concentracbes mais baixas da IgA da saliva foram
relatadas em esquiadores “cross-country” apés uma prova longa. Estes dados foram
confirmados pela diminuigdo da IgA da saliva por varias horas apds o exercicio, em
corrida de longa duracao e alta intensidade. IgA baixa também foi encontrado apés

natacao intensa. O exercicio submaximo nao teve nenhum efeito na IgA da saliva.

2.6 FUNCAO DOS NEUTROFILOS

Os neutrdfilos representam 50 a 60% do total de leucdcitos circulantes. Estas
células sdo parte do sistema imunitario inato. S&o essenciais para a defesa do
organismo e estao envolvidos na patologia de diversas situagdes inflamatorias. Esta
ultima se reflete na oxidag&o do tecido resultando em fagocitose incompleta.

Uma das caracteristicas mais pronunciadas da atividade fisica nos
parametros imunitarios é a neutrocitose prolongada apos exercicio de longa duragéo
e alta intensidade. Os trabalhos apontam que o exercicio ocasiona uma série de
mudancas na populagdo de neutréfilos a curto e longo prazo. A resposta dos
neutréfilos a infecgdo inclui  aderéncia, quimiotaxia, fagocitose, oxidagao,
degranulagdo e a matanca microbial. No exercicio moderado, incluindo a
quimiotaxia, oxidacdo e fagocitose sao otimizadas. No exercicio extenuante, por
outro lado, estas fungcdes sao suprimidas, a excegao da quimiotaxia e degranulagao
que nao sao afetados (BRINES, HOFFMAN-GOETZ & PEDERSEN, 1996)

2.7 EXERCICIO E RESPOSTA DE FASE AGUDA

Os locais da resposta a infecgcdo ou produgdo de citocinas envolvendo o
tecido afetado sao liberados no local da inflamacgao. Estas citocinas facilitam o fluxo
de linfocitos, neutréfilos, mondcitos e outras células, as quais participam no

surgimento do antigeno e da recuperagao do tecido. A resposta inclui a producgao,
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em grande quantidade, pelos hepatocitos da proteina C reativa (PRC),
macroglobolina e transferrina. Injecdes de TNFa, IL-1 e IL-6 em animais ou humanos
pode produzir, ndo para todos, aspectos de resposta de fase aguda. Estas citocinas
s&o usualmente referidas como inflamatoérias, talvez seja mais razoavel classificar IL-
6 como citocina de resposta inflamatéria. Ha um numero de inibidores biolégicos das
citocinas inflamatdrias, estdo inclusos o antagonista do receptor da IL-1(IL-1ra), dos
receptores TNFa, IL-4 e IL-10.

2.8 CITOCINAS

Os primeiros estudos revelam que o exercicio reduz a resposta as citocinas
analisadas através do plasma obtido de humanos apds o exercicio, e se injetada
intraperitonealmente em ratos, provoca elevacao da temperatura retal. Em 1986,
dois estudos foram publicados mostrando aumento das concentracoes de IL-1 em
resposta ao exercicio. Aumento na concentracao de IL-6 também foi relatada apds
uma prova de maratona, mas nao foi detectado IL-1B. A concentracdo de IL-6
também estava elevada em resposta ao exercicio (VENKATRAMAN &
PENDERGAST, 1998) (tabela 1). Alguns estudos tém falhado na detecgdo do TNF,
apo6s o exercicio, entretanto outros estudos relatam aumento nas concentracoes
plasmaticas de TNF, (tabela 1).

Apdés uma corrida de maratona, TNF, e IL-B aumentaram duas vezes
entretanto, a concentracdo de IL-6 aumentou cinquenta vezes. Recentes estudos
demonstram que algumas citocinas podem ter suas concentragbes aumentadas no
plasma durante e apds exercicios extenuantes (tabela 1). Este tipo de exercicio
induz ao aumento na concentracdo de citocinas inflamatérias TNF, e IL-1B e um
aumento consideravel na resposta do IL-6. Esta liberagdo é equilibrada pela
producao de citocinas inibitérias (IL-1,4 , TNF,) e da citocina antiinflamatéria IL-10.
Também as concentragcées de quimocina, IL-8 e proteina inibitéria do macréfago
MIP-, e MIP-15 , estdo elevadas apds a maratona. Estes relatos sugerem que
citocinas inibitérias e antiinflamatérias restringem a sua agéo e duragdo a resposta
antiinflamatéria do exercicio. A presenga de multiplas citocinas (TNF, IL-15, IL-6, IL-

2receptores € TFN-y) na urina apdés o exercicio demonstrou que € possivel uma
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expressao de largo espectro das citocinas em resposta ao exercicio. (SPRENGER
et. al., 1992).

Ha algumas possibilidades para se explicar a variagdo do resultado sobre
citocinas pro-inflamatérias em relagao ao exercicio:

1- o tipo de atividade fisica, bem como a intensidade e a duragao. Aumento das
concentracbes de citocinas pode ser bem descrita apdés o exercicio
excéntrico. Entretanto, quando o aumenta esta relacionado, provavelmente,
com a duracao do exercicio, estes dados sao relatados em estudos
comparando as concentragdes de citocinas em grupo que foram submetidos a
exercicios de intensidade, mas com duracgdes variadas.

2- A especificidade e a sensibilidade em ensaios € outra possibilidade de
explicacdo. Por exemplo, acredita-se que IL-1 é a citocina responsavel nos
exercicios reduzidos do plasma, a possibilidade existe até outras citocinas
serem mensuradas. Estudos mais tarde foram conduzidos apds a
recombinagdo das proteinas IL-1. Entretanto, a proliferagdo timocitaria em

ensaios detectou IL-6.

Aumento nas concentragcdes de citocinas pode ser encontrado em exercicios
excéntricos. Exercicios excéntricos e concéntricos foram comparados e, em relacao
ao consumo de O, foram semelhantes. Através das concentragcdes de
catecolaminas nao houve diferencas entre os dois experimentos, mas as
concentragdes de creatina kinase aumentaram aproximadamente 40 vezes apods 4
dias de exercicio excéntrico. (BRUUNSGARD et. al., 1997)

Nao foram observadas mudangas nas concentragdes de creatina kinase (CK) em
relacdo ao exercicio concéntrico. As concentracbes de IL-6 aumentaram em cinco
vezes em relagao ao exercicio excéntrico e isto foi correlacionado significativamente
com as concentragdes de CK nos dias subsequientes. Entretanto, ndo foram
encontradas mudancas em relagdo ao exercicio excéntrico. Este estudo indica que
ha uma associacdo entre os aumentos nos concentracdes de IL-6 e o musculo
atingido. . (OSTROWSKI et. al., 1998)
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FIGURA 03-Concentracao sérica de interleucina-6 (IL-6) e de interleucina-1 receptor antagonista (IL-
1ra) apds corrida intensa realizada por 30 maratonistas. * P<0,05 relativo a pré-corrida

2.9 EFEITOS DO EXERCICIO CRONICO NO SISTEMA IMUNITARIO

Em contraste com o grande numero de estudos sobre o sistema imunitario e o
exercicio agudo, pouco é conhecido sobre os efeitos do condicionamento ou
treinamento sobre a funcao imunitaria. Isto ocorre pela dificuldade em se separar os
efeitos da aptidao fisica e a necessidade de aplicacao de treinamentos de longa
duragdo. As mudangas no sistema imunitario provenientes do exercicio intenso pode
durar pelo menos 24 horas e mesmo o0 exercicio moderado induz a mudangas
significativas por varias horas. Isto ocorre porque nao é facil persuadir os atletas a
descansar pelo menos um dia para analise dos resultados, incluindo o descanso. A
influéncia do exercicio cronico foi estudada em modelos animais e humanos, sendo

que em humanos foram realizados estudos transversais e longitudinais.
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2.10 ESTUDOS TRANSVERSAIS EM HUMANOS

Dois estudos foram conduzidos com atletas de ciclismo, requerendo dos
sujeitos que ndo se exercitassem 20 horas antes da amostra sanguinea.
(PEDERSEN et. al., 1989). Todos os sujeitos praticavam este esporte por pelo
menos 4 anos e com volume anual de 20 mil km. A atividade das células NK foi de
38,1% para o grupo treinado comparado com 30,3% para o grupo destreinado e a
média de CD16+NK foi de 17% no grupo treinado contra 11% no grupo destreinado.
Em outro estudo, 15 ciclistas e 10 controles foram examinados durante os periodos
de alta e baixa intensidade do treinamento. A atividade das células NK foi
significativamente maior no grupo treinado em ambos os periodos. No de baixa
intensidade 39,2% X 30,9% e no de alta intensidade 55,2% X 33,6%,
respectivamente comparado ao controle (TVEDE et. al, 1991). O aumento da
atividade das células NK no periodo de baixa intensidade foi devido ao aumento da
porcentagem destas células. No treinamento de alta intensidade o aumento da
funcdo das células NK nao foi devido simplesmente ao aumento da quantidade
destas células: ambos os grupos foram comparados quanto a quantidade de células
NK circulantes. Os mecanismos de aumento das células podem ser secundarios
para as diferencas na ativagdo das células NK. Os resultados sugerem que as
células NK foram ativadas nos sujeitos treinados durante o treinamento de alta
intensidade e isto pode ser o ajuste do numero de células CD16+ na circulagao, mas
alguns mecanismos sdo desconhecidos. Em outros estudos a subpopulagdo e
resposta proliferativa de linfécitos ndo foram diferentes entre os grupos treinados e
destreinados. (PEDERSEN et. al., 1989 e TVEDE et. al., 1991)

Apds 7 maratonas completadas, 22 corredores foram comparados com 18
sedentarios do grupo controle (NIEMAN et. al., 1995). Houve grandes diferencas
entre os grupos no VOznax, porcentagem de gordura corporal e estilo de vida, mas
somente a atividade das células NK sobre o sistema imunitario foram consideradas
significativamente diferentes entre os grupos (alta entre os maratonistas). A atividade
das células NK e a resposta proliferativa a PHA foram significativamente elevadas no
grupo condicionado quando comparados com o grupo inativo.

Resposta proliferativa de linfocitos tem sido descrita com decréscimo, elevada
ou sem alteragdo quando se compara atletas e destreinados. A funcdo dos

neutréfilos pode ser suprimida ou a influéncia do treinamento n&o é significativa. Nao
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ocorreram transformacdes na funcao dos neutréfilos em atletas durante o periodo de
baixa intensidade, mas houve decréscimo na fungao no periodo de alta intensidade
de treinamento. (HACK et. al., 1994)

2.11 ESTUDOS LONGITUDINAIS EM HUMANOS

O efeito do exercicio crénico tem sido bem investigado em estudos
longitudinais. Isto é vantajoso porque estes estudos usam a randomizagao,
excluindo valores que podem causar confusdes. A desvantagem é que estudos
longitudinais investigam os efeitos do exercicio sobre o sistema imunitario apés 16
semanas de treinamento, entretanto os estudos cruzados refletem muitos anos de
treinamento. Todos os estudos, entretanto, demonstram efeitos significativos sobre o
VO2max como resultado de treinamento.

Nao houve influéncia sobre a atividade das células NK, em 30 mulheres
jovens escolhidas para um programa de 12 semanas de caminhada. (NIEMAN et.
al., 1997).Entretanto, em contraste, a atividade das células NK em mulheres foi
aumentada apos 16 semanas de treinamento em esteira. (CRIST et. al., 1989). Em
outro estudo, apdés 15 semanas de caminhada houve aumento da atividade das
células NK em mulheres moderadamente obesas. (NIEMAN et. al., 1990). Quando
18 pacientes, com artrite reumatodide, realizaram 8 semanas de ciclismo, este tipo de
exercicio teve pouco efeito sobre a atividade das células NK, resposta proliferativa
dos linfocitos, concentragao ou proporgao da subpopulagao de linfécitos e produgao
de citocinas. (RASUND et. al., 1993)

2.12 ESTUDOS LONGITUDINAIS EM ANIMAIS

A influéncia do exercicio crénico em 9 semanas de treinamento sobre a
citotoxidade natural foi investigada em ratos C3H (MacNEIL & HOFFMAN-GOETZ,
1993). Tanto a citotoxidade in vivo (vascularizagao pulmonar) e citotoxidade in vitro
apos corrida voluntaria e forgada (corrida na esteira, 15m/min, 30min/dia) foram
estudadas. O grupo controle sedentario e o grupo controle da esteira (5m/min, 5
min/dia) foram incluidos. Exercicio crénico voluntario e forcado aumentou a atividade
citotoxica in vivo e in vitro, mas citotoxidade elevada n&o foi encontrada nos outros

grupos controle. Alguns estudos usando protocolos de treinamentos de volume e
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intensidade e espécies diferentes de animais dao suporte aos achados de que as
concentracbes de citotoxidade estdo aumentadas apds exercicio voluntario.
(HOFFMAN-GOETZ et. al., 1992)

2.13 EXERCICIOS E INFECCOES

Nao ha duvidas que o exercicio e treinamento influenciam na
imunocompeténcia das células sanglineas, na distribuicdo proporcional das
subpopulagées de linfocitos e nas fungbes de outras células. Uma importante
questdo € se as concentracbes de mudancas destas células sdo clinicamente

significativas, especialmente com respeito a resisténcia de doengas infecciosas.

2.14 INFECGCOES DO TRATO AEREO SUPERIOR

Muitas revisdes foram realizadas na década passada relacionando exercicio e
infeccdo (CANNON, 1993). Em 1922 foi demonstrado que 80% de porcos (n=12/15)
morreram apds a exposicao de penumococos tipo 1, entretanto animais que
realizaram exercicio antes de inoculacao demonstraram somente 20% de fatalidade
( n=3/15). Em contraste, exercicio de natagdo durante periodo de incubagdo de
toxoplasma demonstrou que nao ocorreram alteragdes significativas da doenga em
ratos (CHAO et. al., 1992).

Ratos treinados e saudaveis que receberam injecdes com “salmonella
typhimurium” tiveram alta porcentagem de sobrevivéncia quando comparados com
ratos sedentarios, o que foi correlacionado com o aumento das concentragées de IL-
1 (CANNON & KLUGER, 1984). Houve uma taxa de mortalidade menor nos ratos
treinados que foram infectados com virus (ILBACK et. al., 1984). Em um programa
de treinamento de 4 semanas de natagdo que foram sendo aumentados
gradativamente em ratos com pneumococos, ocorreu uma protecdo a mortalidade e
a resposta catabdlica foi menor (ILBACK et. al., 1991). Estudos experimentais
demonstram que os efeitos estressantes do exercicio sobre a mortalidade da doenga
variam com o tipo e o tempo. Em geral, exercicios ou treinamento antes da infecgao
nao causam efeito sobre a mortalidade da doeng¢a. Em contraste com a evidéncia
experimental ha estudos epidemioldgicos sobre exercicio e ITRS. Esses estudos sao

baseados nos sintomas e verificagdes clinicas. Em geral, ocorre aumento do numero
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de ITRS apds dias de exercicio extenuante, como por exemplo, uma corrida de

maratona, contudo o treinamento moderado reduz os sintomas.

2.15 ATIVIDADE FiSICA DE LONGA DURACAO E O SISTEMA IMUNITARIO

A relacdo entre exercicio intenso, imunidade e infeccdo foi estudada pela
primeira vez em 1901 por Larrabee (LARRABEE, 1902). Quatro atletas
apresentaram aumento na quantidade de neutrdfilos circulantes. Larrabe notou que
esta mudanga nas células sanguineas estava associada a doencgas inflamatérias.
Trinta anos mais tarde, Baetjer estudando exercicio e infeccdo demonstrou que
“fadiga muscular, baixa resisténcia e doencas infecciosas, principalmente do trato
respiratorio, acometiam esses atletas”. (BAETJER, 1932).

A resposta do sistema imunitario ao exercicio intenso (> 70% do VO2 max.) e
prolongado (> 90 min.) recebeu mais atencao apdés a publicagcdo de estudos
epidemiolégicos sugerindo aumento de infecgao no trato respiratorio superior (ITRS)
durante uma ou duas semanas apods corridas de maratona e ultramaratona
(NIEMAN, 1996). Também, dependendo da patogenia, estudos em animais tém
corroborado o achado de que um ou dois periodos de exercicio exaustivo, apés
inoculagédo de agente patogénico, leva ao aparecimento freqlente de infecgéo e alta
mortalidade em ratos (CHAO et al., 1992). Varias medidas da capacidade de
performance fisica estdo reduzidas durante o periodo de infeccédo (SHARP, 1989).
Alguns estudos sugerem que a resposta do sistema imunitario inato é diferente no
exercicio intenso, com tendéncia a aumentar a ativagcao das células Natural Killer,
enquanto é suprimida a fungao dos neutréfilos (NIEMAN et al., 1995). A modulagao
do sistema imunitario (equilibrio), em geral, parece que nao é afetado pelo esfor¢o
atlético. Entretanto, pesquisas s&o necessarias com grande grupo de atletas e ndo
atleta para permitir comparagdo mais precisa do comportamento do sistema
imunitario em cada grupo.

Alguns estudos tém apontado para o efeito do treinamento intensivo crénico
sobre a fungdo imunitaria em repouso. Alguns autores tém defendido que exercicios
de resisténcia cardiorrespiratério prolongado levam a transformagdes na imunidade
e no “exército” de defesa, corroborando a racionalidade entre o fisioldgico e o
epidemiolégico (NIEMAN, PEDERSEN et al., 1995). Outros estudos relatam que as

células NK, varias fungdes das células B e T, funcdo dos neutréfilos nas vias aéreas



30

superiores e a concentragdo de imunoglobulina A (Ig A), sofrem supresséo algumas
horas durante a recuperagdo prolongada. Durante esse intervalo de tempo,
aumenta-se o risco de infecgao clinica, pela diminuicio da atividade do “exército” de
protegdo. (HOFFMAN-GOETZ & PEDERSEN, 1994)

2.16 N-3, SISTEMA IMUNITARIO E A ATIVIDADE FiSICA DE LONGA DURAGCAO

Em 1987 o efeito de IRTS foi investigado em 2.311 maratonistas (NIEMAN et
al., 1990). Na semana seguinte a maratona, 12,9% contrairam doengas comparados
a apenas 2,2% de atletas ndo competitivos. Corredores que treinaram acima de 96
Km/semana dobraram os casos de doencas comparados aos que treinaram abaixo
de 32 Km/semana. Isto sugeriu que exercicio regular e moderado diminui a
suscetibilidade a infec¢do em individuos que treinam com carga menor, mas em
individuos que treinam exaustiva ou intensamente, existe maior risco a infecgoes
(CASTELL, 2002).

Exercicio esta associado com alteracao na quantidade de leucécitos. Apds 2h30
a 3h de corrida intensa ha aumento na quantidade de leucdcitos, atingindo o pico
aproximadamente 3h apds a corrida e retornando ao normal no dia seguinte. A
quantidade de granulécitos aumenta fortemente (250%) acompanhada de mondcitos
(60%) enquanto linfocitos emergem do compartimento sanguineo (40%). Ha
decréscimo nos linfécitos por pelo menos 6hs, representados por células T e NK,
mas ndo de células B. E interessante que duas células do sistema imunitario inato
tem modificacdo na sua quantidade quando se executa exercicio intenso.

Neutrofilos e mondcitos sdo a primeira linha de defesa para eliminar agentes
infecciosos e sdo responsaveis pela resposta inflamatéria do tecido muscular
(EVANS & CANNON, 1991). Alguns estudos tém sido conduzidos para definir a
resposta dessas células fagocitarias, especialmente as dos mondcitos, decorrente
do exercicio intenso e prolongado (ORTEGA, 1994). Mondcitos e neutréfilos
invadem a area inflamada e realizam a fagocitose. O estresse e a sobrecarga
reduzem a capacidade dos neutréfilos em oxidar esses agentes infecciosos (PYNE,
1994).

Acidos graxos n-3 e exercicio fisico tém a habilidade de modular a resposta
imunitaria, nés ndo encontramos na literatura trabalho algum que investigasse o

perfil imunitario de macréfagos, neutréfilos e linfocitos, em individuos exercitados e
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suplementados com d6leo de peixe, nds, portanto, estudaremos o efeito desta

associacao.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1. POPULAGCAO/AMOSTRA

Todos os estudos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas protocolo numero 129
(Processo 29397/05-11)

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, provenientes do biotério do Setor
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os ratos foram mantidos
no biotério, em gaiolas coletivas em numero de cinco, em ambiente claro/escuro

(12h/12h), com temperatura controlada (23°C + 1) e racéo e agua ad libitum.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os ratos foram divididos em 04 grupos de 10 animais, sendo dois deles
suplementados com acido graxo, diariamente, desde o desmame até atingirem 70
dias. Os outros dois receberam ragao normal.

Os grupos foram assim denominados: (C) — ratos n&o treinados sem
suplementacgéo; (N-3) — ratos ndo treinados com suplementacdo; (TRE) — ratos
treinados sem suplementacao; (TRE N-3) — ratos submetidos ao treinamento com

suplementacgao.

3.3 INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS

Os animais dos grupos TRE e TRE N-3 foram submetidos ao treinamento de
natacdo, em agua aquecida a 32° C. A natagéo tem sido utilizada como modelo de
exercicio fisico por varios grupos de pesquisa. Esta modalidade de exercicio
apresenta pelo menos dois tipos de estresse: um caracterizado pelo proprio
exercicio fisico e outro pela necessidade de sobreviver na agua, muito embora a
natacdo constitua uma condicdo de solicitagao fisica que frequentemente aparece
para animais de vida livre (VIEIRA, HAEBISH H & KOKUBUN, 1998). O sistema de
natacao é constituido de 10 tubos de PVC de 48 cm de profundidade por 24 cm de
didametro (FIGURA 01), ligados por meio de mangueiras a um tubo central, que

contém uma resisténcia em serpentina para aquecimento da agua. A agua aquecida
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circula para dentro das piscinas mantendo a temperatura por todo o periodo de
treinamento. Dentro de cada piscina foi adaptado outro tubo de profundidade de 55
cm e didmetro de 23 cm, no qual foi perfurado todo o fundo de maneira a formar uma
peneira. (VIEIRA, HAEBISH H & KOKUBUN, 1998).

FEIDE -y
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: s BEREY Y

Pl &,

FIGURA 04 - Piscina de Treinamento

3.3.1 Programa de Treinamento

Os animais dos grupos TRE e TRE N-3 foram submetidos a treinamento diario
(22 a 62 feira) e nas quartas-feiras os animais descansaram. O treinamento comecgou

com a duragao de 30 minutos na primeira semana, até chegar a uma hora e meia de
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treinamento, sem intervalo; durante 6 semanas (a primeira semana foi realizado sem
sobrecarga, para adaptagdo ao meio aquatico). A sobrecarga de treinamento foi de

chumbo, com 5% (aproximadamente 70% do VO; max) do peso corporal do animal

(KOKUBUN, 1990).

ESQUEMA DE TREINAMENTO (PROTOCOLO)

1? Semana
Os grupos TRE e
TRE N-3, treinaram
sem sobrecarga
para adaptacdo ao
meio liquido, de 30

min a uma hora.

2%/3% Semana

Os grupos TRE e
TRE N-3 treinaram
1 hora com 2% do
peso na 22 semana
e 3% do peso na 32

semana.

42 Semana

Os grupos TRE e
TRE N-3 treinaram
uma hora com 4%

do peso corporal

5%/6* Semana
Os grupos TRE e
TRE N-3 treinaram
1h30min com 5%

de peso corporal

Os grupos TRE N-3
e N-3
suplementagao de
n-3 (1g/Kg).

receberam

Os grupos TRE N-3
e N-3
suplementagao de
n-3 (1g/Kg).

receberam

Os grupos TRE N-3
e N-3
suplementacao de
n-3 (1g/Kg).

receberam

Trés dias apds o
teste de exaustao,
0s animais foram

ortotanaziados e o

sangue coletado.

3.3.2 Sobrecargas de Chumbo

A carga utilizada foi confeccionada com bolinhas de chumbo apd6s pesagem
dos animais. Sempre que havia variacdo de peso, a carga era reajustada. O chumbo
foi armazenado em bolsinhas feitas com esparadrapo e presas ao corpo do animal
por meio de um elastico de 3 cm de espessura. No elastico havia um velcro

costurado para facilitar a colocagao da carga no rato.
3.3.3 Suplementagédo com n-3
Os ratos dos grupos N-3 e TRE N-3 foram suplementados oralmente,

utilizando-se de pipeta, com 6leo de peixe na dose de 1 g/kg p.c. desde desmame

(21dias) até um dia antes do sacrificio. O 6leo de peixe foi obtido de uma preparagao
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de lipides marinhos (capsula de 1g de NATURALLIS - com 192,40 mg de acido

eicosapentaenoico-EPA e 124,10 mg de acido docosahexaendico-DHA);

3.3.4 Controle de Peso dos Animais

Os ratos foram pesados todos os dias, sempre no mesmo horario, para que

fossem reajustadas as sobrecargas e a suplementacao.

3.3.5 Ortotanasia dos Animais

Os ratos foram exsanguinados por meio de decapitacdo, com o auxilio de
uma guilhotina, trés dias apds o ultimo dia de treinamento. O sangue foi coletado

para andlise.

3.3.6 Obtengao de Macréfagos

Para obtencédo de macréfagos peritoneais, os animais pos-ortotanasia tiveram
sua pele removida da regido abdominal, e 10 mL de tampéo fosfato-salina (PBS —
estéril), pH 7,4, foram injetados na cavidade peritoneal dos animais. Trinta segundos
apo6s a administracao, a cavidade peritoneal foi aberta e o fluido contendo as células
foi aspirado com o auxilio de pipeta estéril de plastico, tipo Pasteur. Em seguida,
estas células foram submetidas a centrifugacao (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) a
1200 rpm, 4 °C, durante 5 minutos. Os macréfagos entdo, apds descarte do
sobrenadante, foram ressuspensos em 3 mL de PBS, para posterior analise de

parametros imunitarios.
3.3.7 — Obtengao de Células Polimorfonucleares Sanguineas
3.3.7.1 - Coleta e separagao de células sanguineas
O sangue dos individuos foi coletado em tubos de ensaio previamente
heparinizados e, mantidas sob refrigeracado. Apds a coleta, o sangue foi submetido

ao seguinte protocolo:

1. Centrifugar o sangue no proprio tubo de coleta a 1200 rpm por 10 minutos a
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4°C;

. Aliquotar o plasma;

. Transferir o restante para um tubo falcon de 50 mL;

. Colocar o mesmo volume de PBS;

. Preparar os tubos de vidro (15 mL) com 3 mL de HISTOPAQUE®-1077;

. Acrescentar 8 mL de sangue diluido com PBS em cima do HISTOPAQUE®- 1077;
. Tampar com parafilm;

. Centrifugar a 1200 rpm durante 30 minutos a 12°C;

© 00 N O 00 A WODN

. Desprezar a fase superior e transferir a camada intermediaria para outro tubo
— juntar duas camadas intermediarias em cada tubo (volume 2 mL) — Linfécitos e
Monécitos; A camada constituida de hemacias e células polimorfonucleares é

transferida para um falcon de 50 mL.

Polimorfonucleares

. Transferir o sedimento de células para 2 tubos Falcon de 50 mL;

. Completar o volume de 50 mL com Solugdo hemolitica;

. Deixar em banho-maria a 37°C por 15 minutos;

. Centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C;

. Desprezar o sobrenadante, se necessario fazer nova lise de hemacias;
. Ressuspender as células em PBS;

. Contar em Camara de Neubauer;

0 N O O B~ WODN -

. Submeter os polimorfonucleares aos experimentos.

Depois de isoladas as células polimorfonucleares, representada em sua
maioria pelos neutréfilos que constituem 60% dos leucdcitos circulantes (CURI et al.,

1998), foram submetidas aos mesmos protocolos dos macréfagos.

3.3.8 Solugdes

Os reagentes usados na preparagdao das solugdes foram obtidos da Reagen
(Quimibras Industria Quimica Ltda, RJ). Solu¢ao de tampéo fosfato salina pH 7,4, 10
mM (PBS) foi utilizada como meio de diluicdo para os corantes. O fixador utilizado
sera o Baker formol-calcio (formaldeido 4%, cloreto de sddio 2% e acetato de célcio

1%). A solugédo de extragdo consiste de acido acético glacial 1% e etanol 50% em
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agua destilada. A solugéo estoque do corante vermelho neutro (Sigma) foi preparada
pela solubilizagdo de 20 mg de corante em 1 mL de DMSO (dimetil sulféxido —
Sigma) e a solugéo para uso de rotina foi preparada pela diluicdo de 20 uL da
solugédo estoque em 5 mL de PBS. A solugdo de vermelho fenol (Sigma) para os
ensaios de produgdo de H,O, consistiu de 55 mM de dextrose, 0,56 mM de
vermelho fenol e 8,5 U/mL peroxidase “horseradish” (Sigma) em PBS pH 7,4 a 340
mOsm. Foi também previamente adicionado 0,05% de zimosan (2,3 x 108
particulas/mL - Sigma), para os ensaios de fagocitose, obtendo-se uma solugéo
diluindo-se 40 mg de zimosan em 6 mL de PBS e adicionou-se 600 pL de vermelho

neutro.

3.3.9 Producéo de Perdxido de Hidrogénio

A produgao de perodxido de hidrogénio foi mensurada utilizando-se o método
descrito por PICK & MIZEL (1981). Através da oxidagdo de vermelho fenol foi
possivel detectar a produgcdo de H,0O,. Aliquotas de 100 uL de solugdo de
macréfagos e 10 uL de éster de forbol miristato acetato (PMA — 20 uM) foram
colocadas em placas de ELISA. Apds 1 hora de incubagao no escuro (para prevenir
a foto-oxidagao), o sobrenadante foi descartado por inversao da placa e os pocinhos
receberam 100 pL da solugcédo de vermelho fenol contendo peroxidase (horseradish)
e zymosan. Em seguida os macréfagos foram incubados por mais 30 minutos e apos
o término deste tempo foi executada a leitura a 620 nm em espectrofotdbmetro
(Microplate reader Bio-rad - Benchmark). Os resultados foram determinados a partir

de uma curva e, expressos em umol/mg de proteinas.

3.3.10 Mensurac&o do Anion Superdxido

A geracdo de anion superoxido foi determinada através da reducdo de
“nitroblue tetrazolium” (NBT — Sigma), um composto amarelo lipossoluvel que se
torna insoluvel e de cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI & DAS, 1994). Os
macréfagos (450 ulL) foram incubados por 1 hora com 0,1% de NBT e 30 uL de PMA
(80 uM) em PBS a 37 °C. Esta reagéao foi intdesviompida pela adi¢do de um volume

igual de acido acético glacial. Esta mistura foi centrifugada rapidamente (30
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segundos a 10.000 rpm) e o NBT reduzido, presente no sedimento, foi solubilizado
em 900 puL de acido acético a 50% e sonicado (1 pulso de 30”). Os restos celulares
foram sedimentados e a absorbancia do sobrenadante determinada a 550 nm em
espectrofotdmetro (Ultrospec — 2000). Os dados estdo expressos em % de anion

superoxido por mg de proteina.

3.3.11 Quantificagdo do Oxido Nitrico

A producdo de Oxido nitrico foi avaliada como descrito por STUEHR &
MARLETTA (1985). O oxido nitrico (NO) formado é rapidamente convertido a
nitrito/nitrato. Por este método quantifica-se NO mensurando-se o nitrito/nitrato,
utilizando o reagente de Griess que, ao reagir com o nitrito, produz cor lilas com
leitura a 550 nm. Para esta dosagem, os macrofagos foram coletados
assepticamente, centrifugados e ressuspendidos em meio RPMI-1640, ajustando-se
para a concentracdo adequada de 2 x10° células/pocos para placas de 96 pocos.
Apds semear, foi deixado os macrofagos a aderirem por 2 horas a 37 °C numa
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. Apds a aderéncia, a placa foi lavada duas vezes
com PBS e adicionado a mesma meio RPMI com soro fetal bovino (10%) e, posterior
incubacdo por 24 h, nas condicbes gasosas citadas acima. Apos o tempo de
incubacao, a placa foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante
recolhido e misturado com o reagente de Griess (1:2). Para o preparo deste
reagente, foram utilizadas solugbes estoques de cloreto de naftiletilenodiamina
(0,1%) dissolvido em agua MiliQ e de sulfanilamida a 1% dissolvida em H3PO4 (5%).
Pouco antes do uso, as solugdes foram misturadas na propor¢ao 1:1, formando o
reagente de Griess propriamente dito. A padronizagdo da dosagem do éxido nitrico
foi feita preparando-se uma curva de NaNOs;. Estas solugdes foram misturadas a
100 uL do reagente de Griess. Apds, as amostras foram lidas em leitor de
microplacas (Bench Mark — Biorad) a 550 nm. Por este procedimento, foi
estabelecida uma curva de calibracdo para a dosagem do 6xido nitrico, com

concentragdes de 10 uM até 200 pM.
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3.3.12 Mensuracao de Lactato

Foi determinado pelo método enzimatico, segundo ENGLE & JONES (1978).
Inicialmente fez-se a desproteinizagdo do soro, pela adicdo de 50 uL de &cido
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura é agitada em um
vortex, centrifugado por 1 minuto a 13.00 rpm em centrifuga Eppendorf modelo
5810R. Em seguida, foram coletadas 200 uL do sobrenadante e adicionou-se 4 uL
de indicador universal para permitir a visualizagdo da neutralizagao do soro, pela
adicao de KOH/TIRS (0,5 M/2 M), sinalizada pela coloragao verde, indicando pH 7,0.
Deste volume neutralizado pipetou-se 100 uL em tubos de ensaio contendo 1 mL do
tampdo do ensaio (descrito abaixo) e, apdés 45 minutos, fez-se leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 340 nm (Pharmacia 4300 Pro).

O principio dessa mensuragao consiste na conversdo do lactato a piruvato
pela acdo do lactato desidrogenase (LDh), ocorrendo consumo de NAD® com
formagdo estequiométrica de NADH, o qual pode ser monitorado
espectrofotometricamente, fornecendo as concentracdes de lactato existentes na
amostra. Segundo a reagao:

. LDh )
Lactato + NAD"— Piruvato + NADH

A partir da medida da absorbancia calculou-se a concentragdo de lactato
sérico em umol/mL, pela férmula:

[Lactato]: A—bsxﬁxﬁxﬂ

622 V V, Vi

[ Lactato] = concentragao de lactato produzido
Abs = absorbéancia
6,22 = constante
V = volume da amostra
Vs = volume da amostra + tamp&o de ensaio
V> = volume do soro + TCA
V3 = volume do soro com proteinas
V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizagao

Vs = volume do soro desproteinizado
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao apresentados como média + desvio padrdao da média e foram
submetidos a ANOVA de duas vias, seguido de pés teste de Tukey, com nivel de

significancia para P < 0,05.
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4.0 RESULTADOS

4.1 VARIAGAO DO PESO CORPORAL

Na FIGURA 05 esta representada a variagdo de peso no transcorrer do
periodo de desmame até o sacrificio dos animais. Nao foi observada diferenga na

evolucdo da massa corporea entre os grupos durante este periodo.

400 -

350 A

300 A

250 - C

N-3
—&— TRE
—¢«—TREN-3

200 A

150 -

100 -

Controle de peso em gramas

50 -

21 31 41 51 61 71 & 91 101 111 116
Dias
FIGURA 05 — Evolugdo do peso corporeo obtidos nos individuos dos grupos
Controle (C), Sedentario Suplementado (N-3), do grupo Treinamento (TRE) e do
grupo Treinamento Suplementado (TRE N-3). Os dados estdo apresentados como

media £ DPM de 08 individuos por grupo.
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4.2 LATICIDEMIA

A concentragao sérica de lactato (FIGURA 06), 3 dias apds o encerramento
da atividade fisica ndo foi significativamente diferente entre os grupos, indicando

estado de repouso.

LATICIDEMIA

IN-3
TRE
£z TRE N-3

mmol/L

1.0+
0.5+
0.0~

C N-3 TRE TRE N-3

FIGURA 06 — Concentragao de lactato sérico (mmol/L) dos animais nao foi
alterada dos grupos, Sedentario Suplementado (N-3), do grupo Treinamento (TRE) e
do grupo Treinamento Suplementado (TRE N-3) , quando comparada ao grupo C (p

> 0,05). Os dados estdao apresentados como média £+ DPM de 08 individuos por

grupo.
4.3 PROLIFERACAO CELULAR DE LINFOCITOS

Na FIGURA 07 esta representada a proliferacao de linfécitos obtidos dos
linfonodos mesentéricos. Na auséncia de estimulo a taxa de proliferacao (cpm) no
grupo controle foi de 101,8 + 15,83, no grupo N-3 de 559,5 + 47,53, no TRE de
508,7 + 74,99 e no de TRE N-3 de 118,2 + 8,87. Os grupos N-3 e TRE tiveram taxa
de proliferagcdo basal ao redor de cinco vezes maior quando comparada a dos
grupos C e TRE N-3 (P < 0,001). Na presenca do mitégeno Con-A (estimulador de

linfocitos T), no grupo C houve uma elevacao na taxa de proliferagao de 45,5 vezes,
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no N-3 de 9,6 vezes, no TRE de 8,2 vezes e no TRE N-3 de 51,7 vezes, todas
altamente significativas quando comparadas aos seus respectivos controles na
auséncia de estimulo. Na presenca do mitdégeno LPS (estimulador de linfocitos B) a
taxa de proliferagdo dos linfécitos do grupo C foi de 132,3 £ 17,25 a qual néao foi
diferente daquela observada na auséncia de estimulo (P > 0,05). Ja no grupo N-3
esta foi de 1785 £ 193,1, a qual foi 3,2 vezes maior quando comparada a auséncia
de estimulo (P < 0,01). No TRE foi de 1308 + 73,4 que foi 2,6 vezes maior que na
auséncia de estimulo (P < 0,01) e finalmente a do grupo TRE N-3 foi de 345 + 57,12
a qual elevou-se em 3 vezes quando comparada a auséncia de estimulo (P < 0,01).
A presenca do mitégeno Con-A nao promoveu alteracdo da resposta proliferativa
entre os grupos C e N-3 (P > 0,05), contudo a do LPS sim (P < 0,01). O mesmo foi
observado quando compara-se o grupo treinado nao suplementado (TRE) com o
grupo C (P < 0,01). A combinagao do treinamento com a suplementagédo (TRE N-3)
elevou a proliferacéo linfocitaria quando compara-se a dos grupos C e TRE (P <
0,01) mas nao foi diferente a do grupo sedentario suplementado com 6leo de peixe
(P > 0,05). O estimulante LPS promoveu maior proliferagéo linfocitaria no grupo N-3
(P < 0,01 vs todos). O exercicio (TRE) promoveu proliferagdo maior que a do

controle (P < 0,01) e a associagao da suplementagéo nao teve efeito aditivo
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FIGURA 07 — Proliferacdo de linfécitos obtidos nos individuos dos grupos
Controle (C), Sedentario Suplementado (N-3), Treinamento (TRE) e do grupo
Treinamento Suplementado (TRE N-3). Os dados estdo apresentados como média +

DPM de 08 individuos por grupo.

a - Diferenca significativa (P < 0,001) quando comparado ao meio do seu grupo;
b - Diferenca significativa (P < 0,05) quando comparado ao meio do seu grupo;
c - Diferenca significativa (P < 0,01) quando comparado ao meio do seu grupo;
d - Diferenga significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo C;

e - Diferenca significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo TRE;

f - Diferencga significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo TRE N-3;

g - Diferenca significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo C e TRE;

h - Diferenca significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo N-3;

i - Diferencga significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo C;

j - Diferenca significativa (P < 0,01) quando comparado ao grupo C;

| - Diferencga significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo N-3;

m - Diferenca significativa (P < 0,001) quando comparado ao grupo TRE;
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5.0 ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (EROs)

5.1 PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO POR MACROFAGOS

A produgdo de oxido nitrico (umol/L) pelos macréfagos peritoneais esta
apresentado na FIGURA 08. Na auséncia de estimulo, a producao de éxido nitrico
(NO) no grupo controle (C) foide 13,24 + 1,38 e de 9,98 + 1,1 no TRE (P < 0,01 vs
C). No grupo N-3 foi de 12,07 + 1,35 e no TRE N-3 foi de 11,55 + 2,11 (P > 0,05). A
suplementagédo com 6leo de peixe (N-3) reduziu significativamente a produgao basal
de NO (P < 0,01 vs C). A adicao de LPS ao meio de cultivo elevou significativamente
a produgao de NO quando comparado ao seu respectivo grupo sem estimulo. No
grupo C o aumento foi de 1,4 vezes, no N-3 de 1,5 vezes, no grupo TRE de 2 vezes
e no TRE N-3 de 1,2 vezes. Apenas no grupo suplementado com dleo de peixe
exercitado, a producao de NO foi significativamente menor quando comparada a dos

demais grupos sem a estimulacédo do LPS (P < 0,01).
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FIGURA 08 — Produgdo de oxido nitrico por macrofagos obtidos nos
individuos dos grupos Controle (C), Sedentario Suplementado (N-3), Treinamento
(TRE) e do grupo Treinamento Suplementado (TRE N-3). Os dados estdo

apresentados como média £+ DPM de 08 individuos por grupo.

a) Diferenga significativa (p < 0,05) quando comparado ao seu grupo sem
LPS;

b) Diferenca significativa (p < 0,0001) quando comparado ao seu grupo sem
LPS;

c) Diferenca significativa (p < 0,05) quando comparado ao grupo C;

d) Diferenga significativa (p < 0,05) quando comparado ao grupo C/LPS;

e) Diferencga significativa (p < 0,01) quando comparado ao grupo TRE/LPS.
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5.2 PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS

A produgdo de anion superéxido pelos macréfagos peritoneais estéao
apresentados na FIGURA 09. A suplementagdo com oleo de peixe (n-3) nao
modificou a produgao de anion superéxido (p > 0,05 vs. C). O treinamento (TRE)
teve efeito estimulatorio sobre a produgéo de anion superoxido (p < 0.01 vs. todos).
Interessantemente a associagdo do treinamento com a suplementacdo com 6leo de

peixe fez com que a produgao retornasse aos valores do controle.

MACROFAGOS
ANION SUPEROXIDO
0.35-
* . C

2 0.30- £z N-3
> 0.25- == TRE
S 0.20- [ TRE N-3
© 0.15-
X
N
n 0.10+
m
< 0.05-

0.00-

Cc TRE TRE N-3

FIGURA 09 - Produgdo de Anion Superoxido pelos macréfagos peritoneais
dos individuos dos grupos Controle (C), Sedentario Suplementado (N-3),
Treinamento (TRE) e do grupo Treinamento Suplementado (TRE N-3). Os dados
estdo apresentados como média + DPM de 08 individuos por grupo.
*(p<0,05 vs Ce N-3)
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5.3 PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR NEUTROFILOS

A suplementagdo com 6leo de peixe (N-3) ndo alterou a produgdo de anion
superoxido pelos neutrdfilos (FIGURA 10) quando comparada a do grupo C (p >
0,05). Os animais submetidos a treinamento e suplementados com 6leo de peixe ou
nao ( TRE e TRE N-3) tiveram a produgéo de anion superoxido reduzido pelos seus
neutréfilos quando comparado a dos animais sedentarios, suplementados ou nao (N-
3eC)(p<0,05).

NEUTROFILOS
ANION SUPEROXIDO

2.00-
1.75-
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1.25-
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N-3

== TRE
m TRE N-3

ABS 2x10° CELULAS

N-3 TRE TRE N-3

FIGURA 10 - Producdao de Anion Superéxido de Neutrdfilos obtidos nos
individuos dos grupos Controle (C), Sedentario suplementado com N-3 (N-3), do
grupo Treinamento (TRE) e do grupo Treinamento Suplementado com N-3 (TRE N-
3). Os dados estédo apresentados como média + DPM de 08 individuos por grupo.
*(p<0,06vs CeN-3)
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5.4 PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,02) POR MACROFAGOS

A producédo de H»O, pelos macrofagos peritoneais (FIGURA 11) nao foi
afetada pela suplementagcdo com o 6leo de peixe (N-3), exercicio (TRE) ou a

combinacao de ambos (TRE N-3) quando comparado a do grupo C (P > 0,05)
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FIGURA 11 - Produgéo de Perdxido de Hidrogénio (H20;) pelos Macréfagos
peritoneais obtidos dos individuos dos grupos Controle (C), Sedentario
Suplementado (N-3), Treinamento (TRE) e do grupo Treinamento Suplementado

(TRE N-3). Os dados estdo apresentados como média + DPM de 08 individuos por

grupo.
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5.5 PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO POR NEUTROFILOS
Da mesma forma que a observado nos macrofagos peritoneais, os neutrofilos

também ndo tiveram a produgdo de H,0O, alterado (FIGURA 12) seja pela

suplementacao (N-3), exercicio (TRE) ou combinagcdo de ambos (TRE N-3) quando

C N-3 TRE TRE N-3

comparado a do C (p > 0,05).
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FIGURA 12 - Produgao de Peroxido de Hidrogénio (H2O2) por neutrdfilos
obtidos nos individuos dos grupos Controle (C), Sedentario Suplementado (N-3),
Treinamento (TRE) e do grupo Treinamento Suplementado (TRE N-3). Os dados

estdo apresentados como média + DPM de 08 individuos por grupo.
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6.0 DISCUSSAO

Diferentes estimulos promovem alteragdes na quantidade e na fungao das
células do sistema imunitario. O exercicio ocasiona desequilibrio na homeostase
organica, levando a reorganizacdo da resposta de diversos sistemas, entre eles o
sistema imunitario. O status nutricional e metabdlico também alteram este quadro
em que os acidos graxos, sejam saturados ou insaturados, modificam a dinamica da
funcionalidade das células de defesa. (CALDER, et. al., 2002) e (POMPEIA, et. al.,
2000). A alta incidéncia de doenca em atletas de elite, em especial as do trato
respiratério superior ainda ndo tem conhecida os seus mecanismos, contudo tem
sido aventado: altas taxas de fluxo aéreo que alteram a superficie da mucosa;
infiltracdo de células inflamatdrias no interior da mucosa; supressdo de uma ou mais
fungdes do sistema imunitario; deplegdo de fator(es) necessario(s) pelo sistema
imunitario e, estresse psicoldgico. Atletas e treinadores tem relatado que atletas que
praticam exercicio de alta intensidade e atletas de competicao, tém aumento de risco
de infecgbes. Desse modo, tem havido grande interesse por estes e pelos médicos
desportistas em prevenir ou limitar este risco.

A maioria dos trabalhos investigando exercicio e imunidade foca sobre os
efeitos do exercicio sobre a capacidade do organismo em montar uma resposta
imunoldgica. PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ (2000) demonstraram supresséo da
funcao dos linfécitos apos o exercicio extenuante. Este mesmo achado foi também
demonstrado por NIEMAN (1997), que relatou que a quantidade de linfocitos s6 se
normalizou 21 horas ap6s a maratona. Contudo, todos estes dados foram obtidos
em situagdes agudas do exercicio, ou seja, imediatamente apds a execugdo do
exercicio. Em nossa abordagem objetivamos contornar os efeitos das alteracées
agudas provocadas pelo exercicio per se e decidimos estudar a fungédo imunitaria
trés (03) dias apds o ultimo dia de treinamento. Podemos demonstrar o retorno do
status metabdlico pela analise do lactato sérico (FIGURA 06), em que todos os
animais tinham laticidemia similar a do grupo controle, portanto retornaram ao
estado de repouso.

Atividade fisica tem papel imunomodulador onde atividade de leve a
moderada é estimuladora e a intensa e de longa duragdo € imunossupressora
(COSTA ROSA, WAISBERG, 2002, FITZGERALD 1988, NASH 1987, NIEMAN

2000). Nosso protocolo foi o de atividade fisica de 1h30min de duragdo e 70% do
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VO.max €, portanto com caracteristicas imunossupressoras, agudamente. Oleo de
peixe, rico em AGPI n-3 tém também a habilidade de modificar a resposta imunitaria
onde em doses elevadas € depressor da resposta € em leves para moderadas
imunoestimulatéria (CALDER, et. al., 2002). N6s incrementamos a quantidade de
gordura na dieta em apenas 0,1%, o que representou pequena alteragdo ao longo
da vida (desmame até a fase adulta). A maioria dos trabalhos, investigando o papel
dos acidos graxos sobre a fungao imunitaria, a faz a abordagem de dietas pobres ou
ricas em AGPI n-3 por periodo que varia de 2 a 8 semanas (CALDER 1997, TOFT,
et. al., 2000). Nossa abordagem é uUnica, pois ndo ha relato na literatura sobre o
efeito da administracdo de 6leo de peixe, da infancia até a fase adulta, na dose
utilizada e seu efeito sobre o sistema de defesa de individuos exercitados.

Os linfécitos dos animais sedentarios suplementados com o6leo de peixe
(1g/kg p.c.), interessantemente, apresentaram taxa de proliferacao basal (FIGURA
04) cinco vezes maior quando comparada a do grupo sem suplementacao (C). Isto
mostra o efeito imunoestimulador do 6leo de peixe na auséncia de estimulo. Tal
achado também foi demonstrado por TREBBLE et. al., 2003; MIYASAKA et. al.,
2001; ROBINSON, CLANDININ & FIELD, 2001; YAQOOB, CALDER, 1995. O
mesmo foi observado para o grupo submetido a atividade fisica (TRE).
Curiosamente, a associacdo de treinamento e suplementacdo com dleo de peixe
nao tiveram efeito aditivo e sim o oposto, fazendo com que a proliferacdo basal nédo
fosse diferente a do grupo controle. Este dado é dificil de interpretar, mas
acreditamos ser necessario aumentar o numero de animais para verificar se ele é
reproduzivel ou artefato de técnica.

E sabido que os linfécitos quando submetidos a estimulos adequados,
mitdbgenos, por exemplo, s&o estimulados e passam a produzir
interleucinas/citocinas e iniciam seu processo de proliferagao celular (COSTA ROSA,
WAISBERG, 2002, FITZGERALD 1988, NASH 1987, NIEMAN 2000). A adigéo do
mitégeno concanavalina A, estimulador de linfocitos T, levou a proliferacdo dos
linfocitos em todos os grupos, contudo a magnitude desta resposta foi diferente entre
os grupos. Nos grupos que apresentaram proliferacdo basal elevada (N-3 e TRE), a
presenca do mitdégeno elevou a taxa de proliferacao em aproximadamente 9 vezes,
enquanto que no C e TRE N-3 esta foi, em média, de 50 vezes. Isto demonstra que
apesar da magnitude da resposta dos grupos N-3 e TRE ser ao redor de 5,5 vezes

menor, a poténcia da resposta foi similar (FIGURA 07). Em outras palavras, nao
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houve necessidade de induzir a mesma poténcia de resposta, pois basalmente ela ja
se encontrava elevada. Na presenga do LPS, estimulador de linfécitos B, no grupo
controle a proliferagdo de linfocitos foi similar aquela encontrada em situagédo nao
estimulada. Por outro lado, a suplementagdo com 6leo de peixe promoveu, no grupo
sedentario, elevacao de 3,2 vezes. O mesmo foi observado para o grupo treinado
(TRE, aumento de 2,6 vezes) e treinado suplementado com éleo de peixe (TRE N-3,
aumento de 3 vezes). Da mesma forma que observamos para os linfécitos T, os B
também foram estimulados pela suplementacdo ou o exercicio, entretanto a
associacao de ambos nao teve afeito aditivo. Esse resultado nos sugere que tanto a
dieta quanto o exercicio, provavelmente atuam pela mesma via para modular o
sistema imunitario.

A utilizacdo do oxigénio se tornou fundamental no desenvolvimento de
organismos mais complexos, a demanda de energia aumentou mais de dez vezes
através da via aerdbica. Apesar de ser uma necessidade vital, isto trouxe um efeito
indesejavel. A molécula de oxigénio, além de atuar como aceptor final de elétrons na
cadeia respiratéria mitocondrial (VOET, VOET & PRATT, 2001), pode ainda originar
espécies quimicas capazes de reagir com as demais biomoléculas, principalmente
proteinas e fosfolipidios, inativando-as e, assim, prejudicando o metabolismo
intracelular. Essas substancias originadas a partir do oxigénio sdo chamadas
radicais livres. (COOPER et .al., 2002).

O Oxido Nitrico (NO) é uma molécula gasosa simples encontrada no ar
atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxico devido a presenca de
radical livre, que a torna muito reativa. Essa pequena molécula, talvez a menor
produzida pelos mamiferos, € sintetizada por muitos tipos de células e, com varias
fungdes, dentre elas imunomodulagdo, agente antimicrobiano, antiparasitario e
antitumoral (VALENTINE, et. al,, 1998; SCHINI-KERTH 1999; FLORA-FILHO &
ZILBERSTAIN, 2000; ABEYWARDENA & HEAD, 2001; PAVLICK, et. al., 2002).

A producao basal de NO pelos macrofagos (FIGURA 08) néo foi diferente
entre os grupos, mas ao estimulo de LPS todos responderam significativamente.
Contudo os animais do grupo treinado e suplementado (TRE N-3) a magnitude da
resposta foi significativamente menor quando comparada a dos demais grupos.
Macrofagos e neutrofilos desempenham importante papel na imunocompeténcia.
Vérios trabalhos tém investigado a resposta destas células alvo apds o término do

exercicio ou até seis (06) horas apds (NIEMAN, 2000). Nés, com o objetivo de
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eliminar o efeito das influéncias hormonais, metabdlicas e neurais, investigamos as
funcbes imunitarias 72 horas depois. Isto levou a obtencdo de dados que
corroboram os da literatura, mesmo trés (03) dias depois. Na realidade a associagao
de exercicio e suplementagcdo em nenhum momento teve efeito aditivo, seja em
macrofagos ou neutrdfilos. Outro dado interessante foi que estas células nem
sempre responderam da mesma maneira. Por exemplo, enquanto em macréfagos
peritoneais a producao de O, foi elevada, nos animais exercitados estava reduzida
(p < 0,05) quando comparada a do controle. No grupo exercitado e suplementado,
os neutrofilos também tiveram producao reduzida, mas nos macréfagos foi similar a
do controle, ou seja, o 6leo de peixe, de alguma forma, impediu a resposta
promovida pelo exercicio. Por outro lado a produgao de H,O, nao foi diferente entre
0S grupos, seja pela populagao de macréfagos ou de neutrofilos (FIGURAs 11 e 12).

N&o houve aumento significativo na produgdo de NO nos animais sedentarios
e nos sedentarios suplementados com 6leo de peixe (CON e N-3). Os outros dois
grupos, treinados e treinados e suplementados, (TRE e TRE N-3) apresentaram
diferencgas significativas entre si quando estimulados com LPS. Mesmo apés trés
(03) dias de descanso, o grupo TRE apresentou diferenga significativa (P < 0,01)
quando comparado com TRE N-3. Isto pode sugerir que mesmo com descanso o
grupo TRE esta mais suscetivel para produgao de NO. Pode-se inferir que atletas
que utilizam este protocolo terdo estar mais sujeitos a agao das espécies reativas do
oxigénio.

Em resumo, a producdo de agentes citotoxicos, trés dias apds o término do
exercicio foram afetados diferentemente pelo exercicio e exercicio com
suplementacdo de o6leo de peixe (FIGURAS 09 e 10), onde esta atividade e a
suplementacdo parecem modificar o sistema imunitario inato. Investigacdo da
fagocitose e volume lisossomal devem ser realizadas para dar suporte a esta
hipétese, bem como colocar estas células sob diferentes estimulos, como por
exemplo tumores ou bactérias, e assim poderiamos com maior precisdo sugerir qual
o real impacto destas respostas sob as condigdes experimentais estabelecidas.

Quanto aos linfécitos ndo observamos imunodepressao em nenhum grupo.
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CONCLUSAO

Oleo de peixe rico em AGPI n-3, administrado desde o desmame (21 dias) até
um dia antes do sacrificio promoveu ativagao do sistema imunitario via linfocitos, e o
exercicio fisico também teve acdo imunomoduladora. A associacdo da
suplementagao com o exercicio nao foi somatdria ou potencializadora da resposta
imunoldgica, indicando provavelmente, uma mesma via estimulatéria para

desencadear respostas de defesa observadas no presente protocolo experimental.
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