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RESUMO

Costa, A.V. Efeitos do treinamento aerdbio sobre a morfologia e funcao barreira da
mucosa intestinal em ratos Wistar. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —

Escola de Educacéao Fisica e Esporte, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo; 2017.

O treinamento aerdbio de forma cronica esta correlacionado com menor grau de
inflamacé&o e pode ser considerado um dos principais responsaveis por criar condicdes
favoraveis para o equilibrio intestinal. A mucosa do intestino consiste em uma
monocamada de células epiteliais com funcéo principal de absorcdo de nutrientes e
formacdo de barreira contra entrada de potenciais antigenos que podem prejudicar sua
funcdo. A permeabilidade da barreira intestinal pode ser controlada por diferentes
processos. Um aumento de antigenos luminais como lipopolissacarideo (LPS) pode
gerar um aumento na permeabilidade paracelular através de quebra das principais
proteinas de funcdo barreira, claudina e ocludina, ativando o sistema imune local,
levando a um processo de inflamacdo e dano do tecido. Essas alteracdes da funcéo
barreira estédo ligadas com algumas doencas como a doenca inflamatéria intestinal e o
cancer. Por essa razdo, faz-se necessario entender o papel do exercicio fisico na
regulacdo da integridade da mucosa intestinal e seu efeito terapéutico. Assim, o
objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do treinamento aerdbio sobre a morfologia e
funcdo barreira da mucosa intestinal em ratos wistar. Na primeira etapa, 0s animais
foram divididos em 2 grupos: grupo 1 — controle sedentario (CTRL), grupo 2 — treinado
(T) e desenvolvido um treinamento aerébio durante 8 semanas com uma carga
correspondente a 65% da velocidade maxima atingida no teste de exercicio fisico

progressivo até a exaustdo, por 60 minutos durante 5 vezes por semana.



O treinamento fisico promoveu uma maior perda de peso nos animais treinados
sem aumento do consumo de racdo comparado com animais sedentarios.

A segunda etapa ocorreu apos o periodo de treinamento para um tratamento
com 3 dias de injecao de LPS intraperitoneal. Os animais foram divididos em 4
subgrupos: grupo 1 — controle sedentéario (CTRL), grupo 2 — treinado (T), grupo 3 —
controle sedentario com LPS (CTRL + LPS) e grupo 4 — treinado com LPS (treinado +
LPS). Os animais sedentarios com LPS apresentaram uma maior perda de peso e
menor consumo de racdo além de maior perda de altura das vilosidades intestinais em
detrimento ao maior grau de inflamacdo com aumento também de infiltrados no célon.
Em contrapartida, o treinamento fisico apresentou um efeito protetor sobre a perda de
peso e as vilosidades intestinais observados nos animais treinados com LPS. Além
disso, foi analisado a expressdo génica de algumas interleucinas pré6 e anti-
inflamatérias (IL 1B, IL 6, IL 10 e IL 23) e os genes para claudina 1 e ocludina. O
principal aumento foi observado no perfil génico da IL23 uma citocina pro inflamatéria e
da claudina 1 nos animais sedentarios com LPS em comparacao ao controle como uma
acdo compensatdria para reparacdo da permeabilidade intestinal e funcdo barreira.
Juntos, esses resultados apoiam a hipotese de que o treinamento fisico é um fator
importante para prote¢céo da integridade da mucosa e fungéo barreira intestinal.

Palavras-chave: mucosa intestinal, funcéo barreira, treinamento aerobio.



ABSTRACT

Costa, A.V. Effect of aerobic training on morphology and barrier function of the
intestinal mucosa in rats. Masters Thesis. School of Physical Education and Sports,

University of Sdo Paulo, Sdo Paulo; 2017.

Chronic aerobic training correlates with low level of inflammation and is
considered one of the main factors in creating favorable conditions for intestinal balance.
The intestinal mucosa consists of a monolayer of epithelial cells whose the main
function is to absorb nutrients and form a barrier against entry of potential antigens that
may impair its function. Different processes control the permeability of the intestinal
barrier. An increase in luminal antigens such as lipopolysaccharides (LPS) may lead to
an increase in paracellular permeability through the breakdown of the main barrier
proteins, claudin and occludin, activating the local immune system, leading to a process
of inflammation and tissue damage. These changes in barrier function are linked to
some pathologies including inflammatory bowel disease and cancer. For this reason, it
is necessary to understand the role of physical exercise in regulating the integrity of the
intestinal mucosa and its therapeutic effect. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effect of aerobic training on the morphology and barrier function of the
intestinal mucosa in wistar rats. For the first stage of this project, animals were
separated into 2 groups: group 1 - sedentary control (CTRL), group 2 - trained (T) which
involved 8 weeks of aerobic training, five sessions of one hour, with a load
corresponding to 65% of the maximum speed attained in a progressive exercise test to

exhaustion. Physical training promoted weight loss in trained animals without increased



feed intake compared to sedentary animals.

The second stage of this project was performed after the training period and
involved 3 days of intraperitoneal LPS injections. The animals were separated into 4
subgroups: group 1 - sedentary control (CTRL), group 2 - trained (T), group 3 -
sedentary control with LPS (CTRL + LPS) and group 4 - trained with LPS (trained +
LPS). Sedentary LPS animals presented greater weight loss and lower feed intake, as
well as greater height loss of intestinal villi, a higher degree of inflammation and also
increased colon infiltrates. In contrast, physical training had a protective effect on weight
loss and intestinal villi in animals who trained and received LPS. In addition, gene
expression of some pro and anti-inflammatory interleukins (IL-18, IL-6, IL-10 and IL-23)
and the genes for claudin 1 and occludin were analyzed. The main increase was shown
in the gene profile of IL23 a proinflammatory cytokine and claudin 1 in sedentary with
LPS animals as a compensatory action for repair of intestinal permeability and barrier
function.

Together, these results support the hypothesis that physical training is an
important factor for protection of mucosal integrity and intestinal barrier function.

Keywords: intestinal mucosa, barrier function and aerobic training.
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1.0. INTRODUCAO

O trato intestinal € formado por trés camadas de tecido organizado. A camada
mais externa é composta por tecido muscular liso em associacdo com o sistema
nervoso e em conjunto sdo responsaveis pelo peristaltismo. A camada média é
composta por tecido conjuntivo preenchido por fibras nervosas, vasculatura linfatica e
células do sistema imune e por fim, uma Unica camada de epitélio absortivo conhecida
como mucosa (RIZK; BARKER, 2012).

A mucosa tem a funcdo priméria de digestdo e absorcdo de nutrientes e forma
uma barreira contra patégenos luminais e sustancias téxicas. A superficie epitelial do
intestino delgado € composta por vilosidades em direcdo ao limem e invaginacdes
conhecidas como criptas. A continua renovacao de células epiteliais ao longo do eixo
cripta vilo garante a funcionalidade do intestino delgado (YANG et al.,, 2016). Em
contrapartida, o célon apresenta a morfologia superficial plana desprovido de
vilosidades e sua principal funcdo é absor¢cdo de &gua e eletrélitos, além de
compactacao das fezes.

Mudancas na homeostase intestinal provocadas por antigenos patogénicos como
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, provoca perda das principais proteinas
transmembrana de funcdo barreira, tais como claudinas e ocludina, levando ao
aumento da permeabilidade intestinal e ativagdo do sistema imunoldgico mediados por
citocinas pro inflamatérias (O’'SULLIVAN et al., 2015; YUE et al., 2012).

Entretanto, nas ultimas décadas, estudos envolvendo exercicio fisico e fungéo

gastrointestinal vem crescendo haja vista as evidéncias do efeito protetor do exercicio
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aerébio moderado reduzindo riscos de doencas inflamatérias intestinais, colelitiase,
constipacédo, além do cancer de célon. (BEHAVIOR; XIANG, 2013).

Durante o treinamento fisico o volume esplancnico € diminuido, o fluxo
sanguineo é redistribuido para os tecidos com maior necessidade de acordo com o
grau de intensidade do treino. Evidéncias mostram que niveis extenuantes de exercicio
aerdbio ou de resisténcia podem causar hipoperfuséo intestinal, diarreias e até mesmo
perda da integridade da barreira. J& o treinamento fisico moderado € capaz de
promover baixos niveis de inflamacédo sistémica e melhor redistribuicdo do fluxo
sanguineo, porém a influéncia do exercicio aerébio crénico na saude intestinal ainda é

pouco compreendida (BILSKI et al., 2013; JEUKENDRUP et al., 2000).
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia Intestinal

Células do epitelio intestinal estdo em continua renovacao envolvendo processos
de proliferacao, diferenciacao, migracao e apoptose ao longo do eixo cripta-vilos (YANG
et al., 2016). Essa renovacdo se da através de células-tronco epiteliais residentes na
base das criptas com caracteristicas proprias reguladas pelos nichos de células locais
(CAMILLERI et al., 2012).

As células tronco dao origem a quatro tipos de células epiteliais: enterdcitos com
funcdo absortiva que compdem mais de 80% das células epiteliais do intestino delgado,
células caliciformes com a funcdo de producdo de mucinas e peptideos necessarios
para funcdo de crescimento epitelial e reparacdo da mucosa, as células
enteroenddcrinas capazes de exportar horménios peptideos e as células de paneth
secretoras de defensinas antimicrobianas, enzimas digestivas e fatores de crescimento.
Essas funcdes podem sofrer alteracdes fisioldgicas por diferentes processos
metabdlicos provenientes da alimentacdo, estresse e/ou exercicio fisico.
(CLATWORTHY; SUBRAMANIAN, 2001).

No entanto, em condi¢cdes de inflamacdo da mucosa a perda das células do
epitélio intestinal a partir das vilosidades excede a taxa de producédo de novas células a
partir das criptas, porém o mecanismo molecular envolvido nesse processo permanece
incerto (WANG et al., 2016). Além disso, tal condigdo de perda celular pode apresentar

consequéncias para aumento de permeabilidade intestinal, desenvolvimento de
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doencas como a colite ulcerativa, doenca inflamatéria intestinal, doenca de crohn e até

mesmo encurtamento das vilosidades ou atrofia do vilo (KIESSLICH et al., 2012).
Durante o processo de perda fisioldgica das células, hd um rearranjo das jungdes

de oclusdo necesséarias para permitir a liberacdo de células epiteliais intestinais e

garantir a manutencao da funcao barreira (WILLIAMS et al., 2013).
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2.2 Permeabilidade e funcao barreira intestinal

Entre as diversas funcdes do epitélio intestinal, uma das mais importantes é a
funcdo barreira, ou seja, a capacidade de controlar potenciais acdes de agentes
patogénicos do liumen para o interior do ambiente intestinal. A constituicdo dessa
funcdo barreira estad ligada as bactérias luminais, células epiteliais e o intestino
associado ao tecido linféide, nos quais trabalham em conjunto evitando essas possiveis
invasdes (SALZMAN; UNDERWOOD; BEVINS, 2007).

A permeabilidade intestinal € uma propriedade intrinseca do intestino, definida
como a facilidade com que as moléculas atravessam o epitélio de forma passiva. O
transporte de moléculas do limem para a lamina propria pode ocorrer por duas vias:
através de difusdo paracelular de pequenas moléculas pelas junces de oclusdo e o
transporte transcelular através da transcitose (endocitose/exocitose) de moléculas
maiores mediadas ou ndo por receptores de membrana (MENARD, 2010).

Fisiologicamente no lumen h& degradacdo de bactérias e antigenos através do
acido gastrico e suco pancreatico. Além disso, bactérias comensais inibem a
colonizacdo de patdgenos pela producdo de substancias antimicrobianas. A regido
préxima do epitélio consiste em uma camada formada de agua, glicocalice e uma
camada de muco contendo produtos antimicrobianos secretados por células especificas
das criptas, conforme colocado anteriormente, e células secretoras de IgA (CAMILLERI
et al., 2012).

A primeira linha de defesa contra a invasdo de microorganismos patogénicos

intestinais se da através de secrecdo de mucinas a partir de células caliciformes. Os
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produtos derivados destas células contribuem para regulagdo de uma barreira fisica no
intestino através da regulacdo de proteinas que fornecem integridade estrutural ao
muco e atuam como sinalizadoras para promover a reparacdo epitelial, migracao de
células do sistema imune e resisténcia a apoptose (PETERSON; ARTIS, 2014). Por
conseguinte, a integridade da barreira intestinal é dependente das junc¢des aderentes,
desmossomos e juncdes de ocluséo, sendo este um complexo multifuncional que forma
uma vedacdo entre as células epiteliais adjacentes proximas a superficie apical. Elas
impedem a difusédo paracelular de microorganismos e outros antigenos atraves do
epitélio (COSTELLO et al.,, 2009; ULLUWISHEWA et al., 2011a). Varios tipos de
proteinas transmembranares foram identificados dentro das jun¢des de oclusdo com o
objetivo de regular a permeabilidade paracelular de agua, solutos e células do sistema
imune.

A primeira proteina identificada dentro desse complexo foi a zonulina ocludens 1
(ZO-1) com propriedade de formacao de poros (SHEN et al., 2015), porém duas dessas
proteinas juncionais mais importantes que interagem com ZO-1 sao de principal
interesse deste trabalho tais como claudinas e ocludina, proteinas integrais de
membrana e proteina de adesédo celular respectivamente responsaveis pela regulacédo
da permeabilidade ibnica e de solutos (FANNING; MITIC; ANDERSON, 1999; GUNZEL;

YU, 2013).

Funcionalmente, as claudinas séo divididas em claudinas formadoras de barreira
como a claudina 1 (cldn 1) e claudinas que formam poros como a claudina 2 (cldn 2). O
controle da permeabilidade paracelular de ions através de claudinas formadoras de

poros esta bem caracterizado desempenhando um importante papel na determinagéo
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das propriedades da permeabilidade das células epiteliais (ANGELOW; AHLSTROM,;
YU, 2008). Ja a ocludina promove a interagdo do citoesqueleto ZO-1 e actomiosina e
por meio de moléculas de sinalizacdo medeia a manuteng¢do do complexo da juncao de
oclusdo e funcédo barreira (ITALLIE et al.,, 2010). Esse mecanismo de regulacdo é
formado a partir de regulacdo de cinases, fosfatases e outras moléculas sinalizadoras

(YASUMATSU; TANABE, 2017).

A relacdo entre maturacdo, migracao e apoptose de células epiteliais tem sido
estudada para entender a manutencdo da morfologia e funcédo ao longo do eixo cripta-
vilo (WILLIAMS et al., 2015). O aumento da permeabilidade intestinal causada por
perda de proteinas de funcdo barreira € considerado um importante fator patogénico
para o desenvolvimento de inflamacao intestinal através de aumento de fatores imunes
e bacterianos (NIGHOT; HU; MA, 2015). Diversos estimulos tém demonstrado um
aumento de perda de células epiteliais, dentre eles aumento de fator de necrose
tumoral alfa (TNF alfa), LPS, isquemias, além de toxinas patogénicas (WILLIAMS et al.,

2015).

2.3 Sistema imune e Lipopolissacarideo (LPS)

O sistema imune intestinal é capaz de distinguir microorganismos comensais de
patogénicos. Sob condigbes de homeostasia, 0 sistema imunoldgico é induzido pela
microbiota intestinal comensal a ndo responder a antigenos luminais; esta microbiota

secreta metabolitos a partir do processamento de nutrientes, previne contra infec¢des
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por patégenos, proporcionando sinais para induzir o desenvolvimento imune e estimular
uma resposta inata e adaptativa de forma adequada.

Alguns desses agentes patogénicos como bactérias facultativas intracelulares,
resistem ao sistema de defesa inata e manipulam a imunidade adaptativa (HOOPER et
al., 2001). Esse processo acontece através da adesdo a borda em escova do epitélio
intestinal, produzindo fatores de viruléncia que s&o secretados no meio externo ou
injetado no citosol de célula hospedeira. Essa invasédo leva a um remodelamento do
citoesqueleto que permitem estes patégenos atravessar a barreira epitelial adentrando
na célula e formando um nicho especializado que aumenta sua sobrevivéncia a
fagocitose estabelecendo assim um processo de infeccdo (MANUSCRIPT, 2014,
RAKOFF-NAHOUM et al., 2004)

Para controle dos processos infecciosos a partir da invasdo bacteriana, células
apresentadoras de antigenos como as células dendriticas e macréfagos, via expressao
de receptores de reconhecimento padrdo (PRR), permitem determinar o tipo de
resposta imune gerado contra uma variedade de antigenos intestinais. As células
dendriticas possuem a capacidade de conduzir respostas as células T primarias no
intestino que sdo gerados nos ganglios linfaticos mesentéricos intestinal e nas placas
de peyer. Ja na lamina propria (LP), estas células reconhecem e respondem a produtos
bacterianos do lumen intestinal, para manutencdo do equilibrio imunogénico contra
patogenos invasores e tolerogénico para microbiota comensal (MANN et al., 2015).

Algumas formas de microorganismos tém sido mostrado capazes de alterar
diretamente a expressdo das proteinas de jungées de oclusdo (KEITA; SODERHOLM,

2010). Celulas epiteliais, através dos receptores de reconhecimento padrdo (PRR)
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responsaveis pela deteccdo desses microorganismos, possuem receptores do tipo Toll
(TLR) que desempenham um papel fundamental no reconhecimento de agentes
patogénicos e seus produtos téxicos como os LPS, componente de parede celular de
bactérias gram negativas, capazes de ativar a producdo de citocinas responsaveis pela
resposta inflamatoéria (WELLS et al., 2011).

Uma populacao de células especificas chamadas de células T, sdo componentes
esséncias do sistema imune adaptativo e foram reconhecidas capazes de controlar a
homeostase do sistema imune e garantir a tolerdncia do mesmo. Células intestinais do
tipo T CD4+ se distinguem pela expressao de alguns fatores de transcri¢cao e citocinas,
como apresentado na figura 2. Estas células estdo localizadas principalmente na lamina
propria e apos estimulacdo, as mesmas podem se diferenciar em quatro subtipos
principais: T helper 1 (Th1), Th2, Th17 ou células T reguladoras (Treg). Células do tipo
Thl séo essenciais para defesa do hospedeiro contra infec¢do microbiana intracelular,
enquanto que células do tipo Th2 desempenham a funcéo de eliminacdo por parasita.

Entretanto, j& é reconhecido na literatura que células do tipo Treg sao capazes de
regular o sistema imune. Estes subconjuntos sdo responsaveis por expressar um fator
de transcricdo Foxp3 que desempenha um papel central na prevencao da inflamacéo
intestinal. Um dos mecanismos explicados é que células dendriticas e células epiteliais
intestinais conduziria a um acumulo de interleucina 10 (citocina anti-inflamatéria)
atraves da producéo de fator de crescimento transformador beta TGF beta (MAYNARD

et al., 2012).
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Figura 1 - Diferenciacdo de células T CD4+ induzidas por bactérias comensais.

Adaptado de Wu (2012).

Em contrapartida, células do tipo mastécitos quando ativados tem a
capacidade de liberar mediadores bioativos e citocinas pré inflamatérias com efeitos
diretos sobre a funcao barreira e permeabilidade da mucosa intestinal. A interleucina 1
beta (IL1 B) assim como a interleucina 6 (IL6) sdo conhecidas como citocinas pré
inflamatorias caracterizadas por desempenhar um papel importante na patogénese de
doencas inflamatdrias intestinais e correlacionam-se com o aumento da permeabilidade
das juncdes de oclusao (AL-SADI et al., 2013; AMIN; DIEBEL; LIBERATI, 2009).

Um outro subconjunto de células T CD4+, denominados T-helper 17 (Th17),

também presentes na lamina propria, induz a defesa da mucosa contra patdogenos.
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Células Th17 séo responséaveis pela produgdo de um subconjunto de citocinas como IL
17A, IL 21 e IL 23 expressos por um especifico fator de transcricdo chamado receptor
nuclear retinoide orfao (RORyt) e estdo envolvidos na ativagdo e recrutamento de
neutrofilos. Células Th1l7 sdo responsaveis por estimular a liberagdo de proteinas
antimicrobianas que irdo promover a fungéo barreira, e producdo de muco através dos
mecanismos de defesa fisico e imunolégico da mucosa intestinal (BLASCHITZ;

RAFFATELLU, 2010; SONNENBERG; FOUSER; ARTIS, 2011).

Entretanto, alguns receptores de membrana do sistema imune inato chamados
de Toll (do inglés, Toll-like receptors -TLRs) sdo considerados gatilhos para uma
resposta metabdlica a inflamacéo. Receptores do tipo TLR4 séo ativados em resposta
aos LPS produzidos por bactérias Gram-negativas. A ativacdo do TLR4 esta
relacionada com uma via inflamatdria que resulta na ativacdo da via de sinalizacado do
fator nuclear kappa B (NF-kB) promovendo um processo de resisténcia a insulina e
transcricdo de genes inflamatdrios induzidos por acidos graxos saturados. No entanto,
estudos adicionais prop6em gque alteracées na microbiota intestinal em um processo de
disbiose induzida, por exemplo, pela obesidade e gorduras provenientes da
alimentacdo, podem potencializar a ativacdo desses receptores do tipo TLR4 nos
tecidos, assim como no tecido muscular, favorecendo o aumento da permeabilidade
intestinal em detrimento do aumento dos niveis sanguineos de LPS. (VELLOSO; FOLLI,

SAAD, 2015).

No experimento que resultou no aumento das concentragdes de LPS circulantes

realizado por Yue, et al. (2012), foi demonstrado um aumento na translocacao
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bacteriana com caracteristicas distintas em diferentes regides intestinais como no
jejuno, ileo e colon proximal, conduzindo a um aumento da fungdo barreira e
permeabilidade transcelular e paracelular da mucosa intestinal. Nao h& danos evidentes
nas células epiteliais desses tecidos, porém sua funcéo fica comprometida, sendo o ileo
a regido de maior alteragéo (YUE et al., 2012).

Ja em outro estudo conduzido por Sukhotnik, et al (2008), mostraram que a
administracdo de LPS em ratos (10mg/Kg por 48 horas), levou a um aumento de 50%
na expressao do receptor TLR4 no jejuno diferente do ileo que nao foi visto a mesma
resposta sugerindo que a via de sinalizagdo dos dois seguimentos seja diferente
podendo ser devido a colonizacdo e concentracdo de bactérias diferenciadas por
regides sendo o ileo apresentando uma maior.diversidade. A faléncia da funcéo barreira
intestinal ap6s administracdo de LPS pode ser um dos maiores promotores de
translocacdo bacteriana tanto por caminhos transcelular como também de forma
paracelular em diferentes segmentos favorecendo um aumento de LPS na circulacdo
sanguinea, fendbmeno denominado endotoxemia metabdlica. O intestino apresenta
mecanismos especificos para tolerancia ao LPS dada sua proximidade com a
microbiota entérica e a forte resposta inata ao mesmo LPS (SUKHOTNIK et al., 2008).

Sendo assim, evidencia-se que fatores genéticos e ambientais
interagem no controle da morfologia intestinal e podem ter um papel importante no
desenvolvimento de doencas. Entretanto, ndo é evidenciado na literatura estudos

envolvendo o exercicio fisico nesses processos metabolicos inter-relacionados.
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2.4 Relacéao entre exercicio fisico e mucosa intestinal

O treinamento aerdbio pode ser considerado um dos principais responsaveis
por criar as condi¢Bes favoraveis para a obtencao do equilibrio intestinal e manutencgéo
da permeabilidade. Este balanceamento se da pela diminuicdo do tempo transiente das
fezes no trato gastrointestinal, reduzindo o contato prolongado de agentes patogénicos
com a camada da mucosa intestinal e sistema circulatério (BERMON et al., 2015;
WANG et al., 2015).

AlteracBes na funcéo barreira a partir do exercicio fisico tem sido estudada com
diferentes respostas na permeabilidade intestinal, porém os achados foram
inconsistentes devido a divergéncia do tipo e intensidade de treino muitas vezes nao
especificada pelos autores (MARCHBANK et al.,, 2011; WIJCK et al., 2011).
Entretanto, ndo esta bem evidenciado na literatura se o dano tecidual, estresse
metabdlico, ou aumento da permeabilidade intestinal pode ser causado por exercicios
repetitivos realizados em individuos treinados ou ndo em diferentes intensidades e
duracdo (JANSSENDUIJGHUIJSEN et al., 2017).

Em um estudo com animais de experimentacéo, Luo et al (2014) mostrou que o
exercicio fisico moderado realizado em piscina é capaz de atenuar a disfuncdo da
barreira intestinal apés a inducdo de um estresse cronico. A possivel hipétese é devido
ao aumento da resposta antimicrobiana na mucosa intestinal, porém os perfis pré e
anti-inflamatorio ndo foram avaliados (BEHAVIOR; XIANG, 2013b).

Embora se conheca que o treinamento fisico pode melhorar a resposta

microbiana no ambiente intestinal, a maioria dos estudos sao realizados com exercicio
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espontaneo. Em um estudo pioneiro, Matsumoto et al (2008) mostrou o efeito do
exercicio voluntario aerobio sobre a microbiota cecal e os possiveis beneficios para o
trato gastrointestinal de ratos. Dentre os efeitos benéficos estdo a redugéo do tempo de
transito intestinal que poderiam limitar o tempo de contato entre a mucosa do cdélon e o
conteddo de bactérias patogénicas, além do aumento da concentracdo acidos graxos
de cadeia curta, especificamente o butirato no contetdo cecal. (MATSUMOTO et al.,
2008).

Todavia, em um estudo com exercicio controlado e alimentacdo rica em
gordura, Kang et al. (2014) mostraram que somente o exercicio fisico é capaz de
causar mudancas no microbioma intestinal independente da alimentacédo. Os autores
explicam que o tipo de exercicio, volume, intensidade e periodo de tempo estabelecido
podem ser favoraveis para modificar as espécies de bactérias intestinais (KANG et al.,
2014).

O treinamento aerdbio também foi capaz de reduzir significativamente as
concentragdes de LPS nos tecidos. O estudo de Oliveira et al. (2011) realizaram um
programa de treino com duracdo de 1 hora, 5 vezes por semana por 8 semanas
associado a uma dieta rica em gordura. Além a diminuicdo do LPS visto no figado e
musculo esquelético, os autores observaram uma supressdo da sinalizacdo de TLR4
em ambos os tecidos supracitados (OLIVEIRA et al., 2011).

Nesse contexto, o exercicio fisico também é conhecido por alterar a funcéo de
células do sistema imunoldgico de acordo com a intensidade. Alguns dos efeitos do
exercicio intenso (agudo) em células do sistema imune s&o as redugdes nas atividades

das células natural killer (NK) e do funcionamento das células B e T, especialmente



29

durante o tempo de recuperacao e producao de radicais livres que podem aumentar
temporariamente o risco de infec¢ao (SIMPSON et al., 2012).

Vale ressaltar que apesar dos beneficios do treinamento fisico sobre a mucosa
intestinal evidenciado por alguns autores, os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo
esclarecidos.

Alguns estudos relatam que o treinamento fisico pode aumentar a excre¢do de
acidos biliares priméarios no trato gastrointestinal e suprimir a formacdo de acidos
biliares secundéarios. Esses &cidos biliares primarios (acidos edlicos) favorecem a
atividade antimicrobiana que é mediada pela reducdo dos niveis de pH interno de
bactérias, prejudicando a integridade da membrana e conduzindo a morte celular
(CLARKE et al., 2014a).

Além disso, é evidenciado que o exercicio fisico de intensidade moderada parece
proteger contra infec¢des por inducdo de alteracdo na atividade de macréfagos, células
natural Killer e neutréfilos, além do aumento de citocinas como por exemplo a
interleucina 6 (IL6) e interleucina (IL 10) em detrimento do aumento de receptor soluvel
de TNF-R e IL-1ra através da contracdo muscular contribuindo como mediadores para
o efeito anti-inflamatdrio do exercicio fisico. (PETERSEN; PEDERSEN, 2005b).

Sendo assim, a promoc¢do de conhecimento acerca dos efeitos do exercicio
fisico sobre a barreira intestinal, bem como seus efeitos na morfologia e seu papel na

interacdo com o sistema imune ainda n&o foram totalmente explorados.
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3.0 JUSTIFICATIVA

Considerando tal contexto, a literatura € bem evidenciada a respeito do papel do
exercicio fisico relacionado a saude, assim como seus efeitos protetores contra acdo de
agentes infecciosos. Um dos processos para esse beneficio esta relacionado ao efeito
anti-inflamatério do treinamento fisico visto pelo aumento das concentracbes de
interleucina 10 (IL10). O musculo esquelético, tecido adiposo bem como leucécitos
circulantes parecem ser importantes fontes dessa citocina apds o treinamento
(PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

Conforme exposto anteriormente, o exercicio fisico de forma intensa aguda
provoca alteracbes no sistema imunolégico e no intestino dos animais, porém a
interacdo entre o0 exercicio crénico moderado e sua funcdo sobre a mucosa intestinal
com um maior controle das variaveis envolvidas no treinamento fisico, conforme
proposto nesta investigacéo ainda néo foi estudado.

Desta forma, a hip6tese do presente estudo é que o exercicio aerébio moderado
alterara o perfil de sinalizacdo celular de mecanismos relacionados com a funcédo

barreira apresentando um efeito protetor sobre a mucosa.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do treinamento aerobio moderado sobre a morfologia e a funcao
barreira da mucosa intestinal em ratos Wistar submetidos ao processo inflamatério por

LPS.

4.2 Objetivos Especificos

De forma especifica, o presente trabalho avaliara o efeito do treinamento aerdébio:

* Na expressdo génica das citocinas: interleucina 1 beta (IL1B), interleucina 6
(IL6), interleucina 23 (IL23), interleucina 10 (IL10), claudina 1 e ocludina pela
técnica de PCR em tempo real.

+ Sobre a morfologia das vilosidades do jejuno e quantificacdo do grau de infiltrado

no coélon pela técnica de andlise histolégica (H&E).
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5.0MATERIAIS E METODOS

5.1 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
escola de Educacédo Fisica e Esportes da Universidade de Sdo Paulo sob o protocolo
2015/05 e segue os principios éticos na experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

5.2 Protocolo experimental

Foram utilizados ratos albinos adultos machos, Rattus norvegicus, linhagem
Wistar. A amostra foi composta por 25 animais (oito semanas de idade) com massa
corporal de 250 - 400 gramas alocados no biotério do Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo Aplicados a Atividade Motora da Escola de Educacéo Fisica e Esporte da
Universidade de Sdo Paulo (EEFE-USP). Os animais permaneceram por um periodo
adaptativo de 15 dias no biotério e foram mantidos em gaiolas plasticas (trés ou quatro
animais por caixa), ambiente com ciclos de periodo claro/escuro invertido (12h/12h) e
temperatura controlada de 22° a 24° C. Agua e rac&o seréo oferecidas ad libitum sendo

a racdo normoproteica (12% de proteina).
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Os animais foram adaptados previamente ao ambiente do teste por uma semana
durante 10 minutos/dia para reduzir o estresse externo. O teste progressivo até a
exaustao consistiu em corrida em esteira rolante (AVS, Séao Paulo, Brasil) inclinada a 15
graus, sendo iniciado na velocidade de 6m/min, com incrementos de 3 m/min a cada
trés minutos até a exaustdo do animal. Esse protocolo foi adaptado de Batista Jr ML et
al., 2010 para o presente estudo (BATISTA et al.,, 2010). A velocidade maxima de
corrida foi registrada e a distancia total percorrida em metros foi calculada. A cada 4
semanas foi realizado um novo teste maximo até a exaustéo para ajuste da intensidade
do treinamento.

Apo6s o periodo de familiarizagdo em esteira os animais foram randomizados
para compor dois grupos experimentais: grupo 1 — controle sedentério (CTRL; n = 13),
grupo 2 — Treinado (T; n = 12). Ap6s o periodo de treinamento, os animais foram
divididos em 4 subgrupos para tratamento com injecéo de 3 dias de LPS intraperitoneal,
sao eles: grupo 1 — controle sedentario (CTRL; n = 7), grupo 2 — treinado (T; n = 6),
grupo 3 — controle sedentario com LPS (CTRL + LPS; n= 6) e grupo 4 — treinado com
LPS (Treinado + LPS; n=6). O grupo treinado foi submetido a uma sessdo de
treinamento fisico aerébio de forma continua em intensidade moderada,
correspondente a 65% da velocidade maxima atingida no teste de exercicio fisico
progressivo até a exaustdo, por 60 minutos, 5 vezes por semana, durante 8 semanas. A

figura 2 ilustra o desenho experimental do trabalho.
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Figura 2 - Desenho experimental.

5.3 Consumo alimentar e massa corporal

O consumo alimentar foi registrado em dias alternados e todos os animais eram
pesados semanalmente para averiguacdo da massa corporal. Foram colocados 3509
de racdo por dia em cada caixa dos animais. A sobra da racdo era pesada em uma
balanca calibrada (GEHAKA LTDA) 48h depois para entdo fazermos o calculo do

consumo de ragao nas horas posteriores.
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5.4 Administracéo de lipopolissacarideo de Eschechia coli

Com o objetivo de induzir um quadro inflamatério, foi administrado de forma
intraperitoneal lipopolissacarideo (LPS) de escherichia coli diluido em tampé&o fosfato
0,1M, PH 7,4 (PBS). As doses foram regressivas iniciando com 400 uL/Kg peso, 200
ML/Kg e 100 puL/Kg respectivamente por 3 dias consecutivos mantendo um quadro de
inflamac&o crénica de acordo com o protocolo adaptado de (OLIVEIRA et al., 2010). O
grupo controle seguiu 0 mesmo protocolo do grupo experimental, porém receberam

apenas o veiculo de diluicdo do LPS.

5.5 Coleta das amostras

Os animais foram eutanasiados em camara de CO:z 48h apés a ultima dose de
injecdo de LPS. Parte do colon distal e regido mediana do jejuno foram cuidadosamente
retirados, colocados em nitrogénio liquido e imediatamente congelados em freezer -
80°C para andlises posteriores de RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain

reaction — Reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa).

5.6 Anélise morfologica intestinal

O material foi coletado através do procedimento descrito acima e fixado em

formaldeido 10% por 4 horas. O material foi retirado da cortica e acomodado sobre uma
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esponja em um cassete plastico, no qual procedeu ao processo de fixacdo por mais 4
horas. Ao término deste periodo, o cassete com o material colocado foi mantido em

alcool 70% até ser incluido em parafina.

Para realizagdo das analises citadas, foram feitos cortes ndo seriados de 5 ym e
posteriormente as amostras foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). A captura
das imagens foi realizada com aumento de 200x e objetiva de 20x. O registro das
imagens foi obtido através de um computador acoplado a um microscépio de luz (Nikon,
Japéao) e conectado a um sistema fotografico (Olympus, Montreal, Canada). As anélises
morfométricas foram realizadas a partir da captura de 10 campos por imagens e
quantificacdo de 10 vilosidades por animal a partir do software de andlise de imagem

Image ProPlus v.5.2 (Média Cybernetics, Bethesda, USA).

5.7 RT-PCR

5.7.1 Extragc&o de RNA

A partir de amostras obtidas do colon distal, a extracdo de RNA foi realizada com
trizol (Carlsbad, CA, Estados Unidos). O tecido foi macerado com homogeneizador
eletrico por 5 minutos, adicionados 200 pL de cloroformio (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e ap0s agitacdo em vortex por 15 segundos, as amostras foram mantidas

em gelo por trés minutos para posterior centrifugacéo 12.000g (15 min. 4°C).

A fase aquosa superior foi retirada e adicionado 500 pyL de isopropanol (Merck).
As amostras foram acondicionadas em gelo por 10 minutos para, em seguida, serem

novamente centrifugadas a 12.000g (15 min. 4°C) com o objetivo de preciptar o RNA. O


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=624&q=carlsbad+california&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSrWVFixcmJyFKMkn9zH7fzvj79bOC8JAP2RSVthAAAA&sa=X&ei=2cPHVPyxGMqeyATE_4DACA&sqi=2&ved=0CIQBEJsTKAEwEQ
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=624&q=california&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiG2YZ16opZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSo-9GuRaiSL_N-PXgdL-Hla7v5v3dwJAFQmsKhhAAAA&sa=X&ei=2cPHVPyxGMqeyATE_4DACA&sqi=2&ved=0CIUBEJsTKAIwEQ
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=624&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q7jPWEmb5n8d0U-rVidytkt43JfgNARQkEXhiAAAA&sa=X&ei=2cPHVPyxGMqeyATE_4DACA&sqi=2&ved=0CIYBEJsTKAMwEQ
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sobrenadante foi desprezado e o precipitado, apos lavagem com 1 ml de etanol 75%
(Merck) em &gua DEPC (Invitrogen), foi centrifugado a 7.500g (5 min. 4°C)
desprezando outra vez o sobrenadante procedendo-se a secagem do preciptado que

posteriormente foi re-suspendido em agua DEPC 0,1%.

A quantificacdo do RNA foi realizada no nanodrop. Concentracdes do RNA foram
determinadas mensurando a absorbancia de 260/280 nm. Todas as amostras de RNA

foram tratadas com DNase para remover qualquer residuo de DNA gendmico.

A integridade do RNA foi testada em gel de agarose 1% com brometo de etideo
em tampao TAE (tris acetato 40 mM — EDTA 1 mM) através da observacéo das bandas

correspondentes as subunidades 30S e 50S do RNA ribossomal.

5.7.2 Sintese de cDNA

A partir do RNA foi realizada a sintese do cDNA pela reacdo da transcriptase
reversa (RT). Para tal, foi utilizado 2 uyg de RNA total e incubadas as amostras com 0,5
pg/ml de oligo dt (12-18) a 65° por 5 minutos para obtencéo da primeira fita de cDNA. A
transcricao reversa das amostras foi realizada em volume total de 20 pl contendo 3U de
RNAsin (Promega, Madison, USA), 10 mM de dNTPs, 0,1 DTT, 1x tampéao de enzima e
2,5U de superScript Reverse transcriptase Il (Invitrogen, Brasil). Apds incubacgéo por 1
hora a 42°C, a temperatura foi elevada a 95°C por 5 minutos e o cDNA obtido foi

estocado em freezer — 20°C.
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5.7.3 Amplificagcdo do DNA — Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos foram desenhados através do programa primer blast
(NCBI) e sintetizados pela empresa Invitrogen. A andlise da expressao génica foi feita
pelo sistema de deteccédo do produto especifico amplificado no equipamento 7500 real
time PCR system (Applied-Biosystems) na presenca do composto fluorescente SYBR
green PCR Master Mix. A otimizacdo da reacdo real-time PCR foi feita conforme as
intrucbes do fabricante, corrigido para volume final de 20 pl por reagdo. As condicbes
de PCR foram padréo (protocolo do kit SYBR-green Master Mix) e todos os reagentes
foram fornecidos pelo kit. Depois da otimizagdo, os primers foram utilizados na
concentracéo de 200 nM para deteccao e o gene da ciclofilina para controle interno.

O produto da geragdo do PCR foi monitorizado por medigdo do aumento da
fluorescéncia provocada pela ligacdo do SYBR green na cadeia dupla de DNA em cada
fase de anelamento. A curva de dissociacdo observada na analise de SYBR green foi
gerada no final da reacdo para verificar se um Unico produto foi amplificado. Cada
amostra foi analisada em duplicata. Quantidades relativas de expressao do gene alvo
foram comparadas apdés a normalizacdo dos valores de controle interno (ACT).
Mudangas em vezes na expressdao de mRNAs, foram calculados utlizando as
diferengas em valores dos ACT entre os grupos AACT e a equagdo 2 — A2CT (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001).
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5.8 Quantificagéo dos infiltrados do colon

Para compreensdo do grau de inflamacdo gerado pelo LPS e efeito do
treinamento fisico aerdbio, utilizamos a avaliagdo de quantificacdo de infiltrado no colon
distal. Os resultados morfolégicos das imagens foram confirmados pela andlise de
histoquimica por hematoxilina e eosina (H&E).

Para todas as amostras, 10 campos independentes foram adquiridos em alta
resolucao, sendo que cada pixel corresponde a 152,4 ym. A area total para cada campo
foi igual a 8,53 x 6,40 polegadas, sendo 1280 pixels de largura e 960 pixels de altura
equivalente a 192 grades de cruzes analisada com o software ImageJ 1.44d (National
Institute of Health, EUA). Foram consideradas para célculo somente as cruzes

compostas na area do infiltrado inflamatério da mucosa.
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Tabela 1. Sequéncia de primers e iniciador utilizados para realizagédo de RT-PCR

PRIMERS GENBANK N° SENSE 5’ - 3’ ANTISENSE 3’ - 5’
CLDN1 NM_0010684.6 CGAGAAAGAACAGCTCCGTTT GTGTCTCTGGCAAGCTGACT
OCLN NM_031329.2 TTTCATGCCTTGGGGATTGAG GTGCAGAGTGGAGAGCTGATTA
IL23 - AAAAGTGACGTGCCCCGTAT TGCAAACAGAACTGGCTGTTG
IL17A NM_001106897.1 CCCTGCGTTTCTCTGCAAAC CAGGGTGGAAGGCAGACAAT
IL1B - GACTTCACCATGGAACCCGT GGAGACTGCCCATTCTCGAC
IL6 - AGAGACTTCCAGCCAGTTGC AGTCTCCTCTCCGGACTTGT
IL10 - TTGAACCACCCGGCATCTAC CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA
TGGCAAGCATGTTGGGTCTTTGGG GGTGATCTTCTTGCTGGTCTGCCA
CICLOFILINA -

AAG

TTC
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6.0 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em média * erro padrdo. Os dados de peso
corporal e consumo alimentar foram comparados por teste t de Student.
Posteriormente, todos os dados comparados por mais de dois grupos foram analisados
por meio de analise de variancia ANOVA de dois caminhos seguido pelo teste de
comparacdes mdultipla de Tukey em caso de significancia. O nivel de significancia
adotado nesse estudo foi de p < 0,05. As analises foram realizadas com o pacote

estatistico GraphPad Prism 5 (GraphPad software, Inc., San Diego, CA, EUA).

7.0 RESULTADOS

Para melhor entendimento dos resultados obtidos neste estudo, apresentaremos
os dados em subtdpicos. Inicialmente serdo apresentados os resultados do efeito do
treinamento fisico aerébio sobre a massa corporal e consumo de racdo dos animais.
Posteriormente foi introduzido o LPS para verificagdo dos mesmos parametros

anteriores e analise da morfometria da camada mucosa dos animais.
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7.1 Efeito do treinamento fisico aer6bio sobre a massa corporal e consumo de

racdo dos animais.

A figura 3A ilustra o desempenho fisico dos grupos apés a realizagdo do teste
méaximo até exaustdo. O grupo treinado apresentou uma distdncia maxima percorrida
significativamente maior em relacdo ao grupo sedentdrio visto na quarta e oitava
semana de treinamento (p < 0,05). Assim como, o grupo treinado também apresentou
uma melhora estatisticamente significativa do desempenho fisico ao longo das
semanas de intervencgao.

O delta da massa corporal € a diferenca do peso final subtraido do peso corporal
inicial dos animais submetidos a 8 semanas de treinamento fisico. O grupo treinado
apresentou um ganho de peso significantemente menor comparado ao grupo
sedentario (p < 0,05) conforme demonstra a figura 3C. Nao houve diferenca significativa

entre 0s grupos no consumo de racao, (figura 3D, p > 0,05).
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Figura 3 — Efeito do treinamento fisico sobre os parametros fisiol6gicos. A. Distancia
maxima percorrida apds a realizacdo do teste maximo até a exaustdo. B. Imagem
ilustrativa da esteira de treinamento. C. Escore delta (A) da massa corporal
representado em gramas. D. média do consumo de racao dos animais ap0s 8 semanas
de treinamento fisico. Resultados estdo expressos como média + erro padrdo.
*Controle vs treinado (p < 0,05) #Diferenca significante entre as semanas de
treinamento fisico (p < 0,05).
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7.2 Efeito do treinamento fisico aer6bio sobre a massa corporal e mucosa

intestinal apds inducédo da inflamacao.

ApoGs a intervengdo com 3 dias de LPS, foi verificado novamente o delta da
massa corporal entre grupos. Ambos os grupos (CTRL + LPS e treinado + LPS)
apresentaram diferenca significativa em relacao a sua condig&o pré (sem LPS) visto na
figura 4A.

N&o foi observado diferenca estatistica ha comparagcdo da massa corporal entre
0s grupos CTRL + LPS e treinado + LPS durante os trés dias de administracdo das
doses de LPS (figura 4B). Entretanto, quando comparados o consumo de racédo a
diferenca foi significativa entre o grupo CTRL + LPS e seu controle sem LPS. Enquanto
que o grupo treinado + LPS apresentou somente uma atenuagcdo do consumo em
relacdo ao grupo treinado sem significancia (figura 4C).

Podemos observar que apos a inducdo da inflamacdo com LPS ha uma
diminuicdo das vilosidades intestinais, capturadas da regido mediana do jejuno, vistas
nos dois grupos (treinado e sedentéario), porém o grupo treinado + LPS apresentou uma
atenuacao da perda significativamente menor que o grupo CTRL + LPS. Essa diferenca
estatistica é vista também entre o mesmo grupo treinado e treinado + LPS, sendo este
altimo apresentando uma altura da vilosidade reduzida em relacdo ao treinado. Da
mesma forma, os grupos controle e CTRL + LPS quando comparados entre si

apresentaram diferenca significativa (figura 4D).
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Curiosamente, nenhuma diferenca estatistica foi visto entre os grupos controle e
treinado + LPS mostrando a importancia do treinamento fisico na atenuag¢do da perda
das vilosidades intestinais (figura 4D).

Conforme observado na imagem representativa das figuras 4F e 4H, os animais
treinados apresentam uma distribuicdo das vilosidades preservadas semelhante aos
animais sedentérios independente da acdo do LPS (figura 4E). Em contrapartida, os
animais CTRL + LPS tiveram as vilosidades danificadas e com maior proporcao de

infiltrado no tecido conjuntivo (figura 4G).
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Figura 4 — Parametros fisioldgicos e morfolégicos apos desafio com LPS. A. Escore
delta (A) da massa corporal dos animais comparado entre grupos apos intervengdo com
LPS. B. Massa corporal durante 3 dias de tratamento com LPS. C. Média do consumo
de racdo apos a intervencdo. D. Andlise morfométrica das vilosidades do jejuno dos
animais treinados e sedentérios em diferentes condi¢gbes de intervengdo, coradas com
hematoxilina e eosina. E. Imagem representativa do grupo controle. F. Imagem
representativa do grupo treinado. G. Imagem representativa do grupo sendentario com
LPS. H. Imagem representativa do grupo treinado com LPS. * Diferenca significativa
entre os grupos treinado e controle (p < 0,05) e # Diferenca significante entre o mesmo
grupo (p < 0,05).

7.3 Efeito do treinamento aerdébio sobre o perfil inflamatorio da mucosa do

colon.

As imagens representativas das figuras 5A e 5C mostram que o grau de infiltrado
nao é significante quando ndo ha processo inflamatorio, sendo a integridade da mucosa
mantida. Ja entre os grupos com acao do LPS (figuras 5B e 5D), nota-se a presenca do
infiltrado inflamatorio acentuada no grupo CTRL + LPS (figura 5B) e de forma evidente
a atenuacdo do infiltrado nos animais treinados + LPS conforme visto na imagem
representativa da figura 5D. Na figura 5E, conseguimos quantificar o grau de infiltrado,

sendo a Unica diferenca significativa entre os grupos controle e CTRL + LPS.
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Figura 5 — Andlise histoquimica do colon distal corada com H&E. A. Morfologia do
colon de um animal sedentario controle. B. infiltrado da andlise morfolégica de um
animal controle apods LPS. C. analise morfolégica de um animal treinado sem LPS e
treinado + LPS (D). E. Percentual de infiltrado inflamatério comparado entre grupos. *
Diferenca significante entre os grupos. (p < 0,05). Os dados foram comparados entre 0s
grupos pela analise de variancia de dois caminhos (ANOVA) seguida de post-hoc tukey.
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7.4 Efeito do treinamento fisico sobre o perfil génico

Dos genes para interleucinas analisados, ndo houve diferenga significativa entre
0S grupos quando analisado a IL13 e IL6 (figura 6A e figura 6B).

O aumento da expressao génica da IL 23 foi significativo entre os animais CTRL
+ LPS e o grupo controle, porém o mesmo néo é visto para o gene IL 10 (figura 6C e
figura 6D)

Além disso, em relacdo a funcao barreira da mucosa intestinal a claudina 1 foi a
Unica que se mostrou aumentada de forma significante no grupo CTRL + LPS em
relacdo ao grupo controle (figura 6E). Apesar da expressdo aumentada da ocludina

visto no grupo treinado, este aumento nao foi significativo (figura 6F).
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Figura 6 — Expressdo génica de interleucinas e genes relacionados a funcéo barreira.
A. interleucina 13, B. Interleucina 6, C. Interleucina 10, D. Interleucina 23, E. expresséao
génica da claudina 1, F. expressao génica da ocludina. Os dados estédo representados
na forma de média + EPM. * Diferenca significante entre os grupos (p < 0,05). Os dados
foram comparados entre os grupos pela andlise de variancia de dois caminhos
(ANOVA) seguida de post-hoc tukey.



51

8.0 DISCUSSAO

Dentre os diversos beneficios evidenciados pelo treinamento fisico de
intensidade moderada, o principal achado deste estudo foi o efeito protetor do exercicio
aerdbio sobre as vilosidades intestinais e mucosa do colon distal diante da inducéo de
uma inflamacéo sistémica. Os animais treinados apresentaram uma melhor distribuicdo
das vilosidades intestinais e altura da regido do jejuno sendo sua estrutura preservada
com menor grau de infitrado. Em contrapartida, os animais sedentarios quando
desafiados com LPS apresentaram maiores danos a camada epitelial e laminas prépria
com um provavel aumento de apoptose celular pela maior ativacdo de caspase 3
conforme visto em trabalhos confirmando uma reducdo no niumero de células do epitélio
intestinal e alteracdo na altura das vilosidades ((SUKHOTNIK et al., 2008; WILLIAMS et
al., 2013), porém marcadores apoptoticos ndo foram testados neste estudo.

Muitos trabalhos que mencionam aumento de LPS circulantes estao
correlacionados com dietas ricas em gorduras ou obesidade que levam a uma
endotoxemia metabdlica modificada pela diversidade da microbiota intestinal induzindo
a inflamacao, porém o trabalho de Han et al (2016) confirma o dano a integridade da
mucosa quando desafiado com LPS de forma sistémica conforme mostrado neste
estudo (HAN et al., 2016). Uma das limitacdes deste trabalho é auséncia da avaliacéo
da diversidade da microbiota intestinal para corroborar com tais resultados.

Além disso, observamos também que os genes relacionados a funcdo barreira
(claudina 1 e ocludina) agem de forma independente diante do desafio, visto que a

expresséo génica da claudina 1 foi aumentada de forma significativa no grupo CTRL +
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LPS em relac&o ao seu controle e 0 mesmo néo foi visto quando analisado a expressao
da ocludina. O potencial aumento da claudina 1 sugere uma possivel acao
compensatéria ao dano tecidual sem afetar a resisténcia transepitelial no tecido
confirmando a acdo da ocludina no controle da barreira paracelular de macromoléculas.
Esses dados estdo correlacionados com resultados anteriores feitos em animais que
foram silenciados o gene para claudina e ndo houve aumento da deple¢édo da ocludina
nem aumento do fluxo paracelular de macromoléculas. Eles também observaram que a
super expressdo de algumas claudinas aumenta o numero de poros sem afetar o
tamanho, porém mais estudos sdo necessarios para melhor esclarecimento dos dados
(AL-SADI et al., 2011).

As andlises das imagens representativas dos tecidos corados com H&E nesse
estudo mostraram um significante aumento do grau de infiltrado sobre a camada
mucosa e submucosa do colén dos animais sedentarios inflamados e o potencial efeito
benéfico do exercicio fisico sobre o tecido mostrando uma atenuacdo do efeito nos
animais treinados.

Concomitantemente a este aumento da inflamacgéo, a expresséao génica da IL 23
aumentou no grupo CTRL + LPS em relacdo ao seu controle, sendo produzida
principalmente por macréfagos. Conforme demonstrado na literatura, o aumento da
IL23 promove uma inducéo de linfocitos do epitélio intestinal e mondcitos inflamatoérios
relacionados com a promocao da inflamacao intestinal cronica (XU et al., 2014). Deve-
se destacar que nao foi encontrado na literatura estudos que avaliam a quantificacao de
infiltrado inflamatdério, constituido de neutrofilos, linfocitos e alguns macrofagos, sobre a

mucosa intestinal. Alguns trabalhos relacionam o grau de infiltrado a quantificacdo e
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desenvolvimento de células tumorais inclusive no trato gastrointestinal (CHAN et al.,
2013; COSTA et al., 2014).

Podemos observar também em nosso estudo que apesar do aumento das
interleucinas IL1B e IL6 nos animais sedentarios com LPS em concordancia com a
literatura, essa diferenca ndo foi significativa provavelmente por mecanismos
especificos de tolerdncia ao LPS dado a mudanca da diversidade da microbiota
intestinal e pela capacidade adaptativa da resposta imune ao longo de trés dias de
tratamento conforme visto em estudos anteriores com o mesmo modelo animal
(SUKHOTNIK et al., 2008).

Em contrapartida, o aumento do grau de inflamagé&o sistémica induzida pelo LPS
leva ao reconhecimento pelo seu receptor TLR4 nos tecidos imunocompetentes. Este
receptor ativa um fator de transcricdo NF-kB que ativa mediadores inflamatorios como a
IL1B para o desenvolvimento de uma resposta imune, porém apesar de ser uma
limitagdo deste estudo a analise de LPS, o exercicio reduz as concentragcdes
plasmaticas do LPS dos individuos treinados em comparacdo aos sedentarios. Essa
diferenciacdo pode ser justificada por uma adaptacdo fisiologica do metabolismo
(BARBERIO et al., 2014).

Além disso, ja é evidenciado que o exercicio fisico produz marcadores que
induzem uma cascata de citocinas diferentes daquelas induzidas pela inflamacéao.
Quanto aos niveis circulantes aumentados da IL6 nos animais treinados, a resposta ao
exercicio fisico se da pela sua acao anti-inflamatoria inibindo os receptores soltveis de
IL-1ra e TNF-R e aumentando os niveis circulantes de IL10 (PETERSEN; PEDERSEN,

2005a).
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Sendo assim, os resultados do aumento da IL10 nos grupos treinado com LPS e
sedentario com LPS, apesar de ndo ser significativo demonstra uma resposta
adaptativa e compensatéria ao aumento da IL6. Ja no grupo treinado + LPS, este
aumento da IL10 pode sugerir uma acao protetora do treinamento fisico sobre a
inflamacé@o. A sintese de IL10 é feita principalmente a partir de uma linhagem de
mondcitos inibindo a producdo de IL1B e macréfagos inflamatérios derivados da
ativacdo do LPS (KUMAR; INFECTION, 2000; SATTLER et al., 2014).

Diante dos parametros fisiolégicos do treinamento fisico moderado, os animais
que foram submetidos ao treinamento tiveram um menor ganho de peso em relacao
aos animais sedentarios sendo explicado pelo maior gasto energético ja que 0 consumo
de ragcao néo sofreu alteracdo. Da mesma forma, podemos observar o efeito preventivo
do exercicio fisico quando exposto a uma inflamacao crénica. A perda de peso é vista
nos dois grupos de animais (sedentérios e treinados) com LPS, porém fica claro a
atividade anti-inflamatéria do exercicio como reportada na literatura promovendo uma

atenuacao na perda de peso dos animais treinados com LPS (BILSKI et al., 2013).
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9.0 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram concluir que o exercicio fisico
aerobio moderado reduz a resposta inflamatéria da mucosa intestinal, principalmente
das regides do jejuno e colon distal promovendo um efeito protetor sobre a perda das
vilosidades intestinais visto também através dos biomarcadores da fungcédo barreira,
além da atenuacao na perda de peso corporal apos a inflamacéao.

Sendo assim, esses dados sugerem que o exercicio aerébio moderado pode ser

uma estratégia eficaz para saude intestinal.
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