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A linhagem de camundongos NOD (non obese diabetic) é utilizado como modelo 

experimental por desenvolver diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) espontâneo similar 

ao diabetes mellitus humano resultando na destruição das ilhotas, orquestrada 

pelos linfócitos T que induzem a liberação de citocinas, promovendo o processo 

inflamatório. O exercício físico causa alterações fisiológicas no organismo, 

resultando em resposta sincronizada dos sistemas cardiovascular, respiratório, 

endócrino e imunológico. Entre estas respostas temos alterações na concentração 

de citocinas pró e antiinflamatórias e alterações nos níveis séricos do hormônio 

leptina. Estudos de terapias para o DM-1 baseadas na intervenção sobre o 

sistema imunológico revelam que estas podem ser estratégias promissoras para 

impedir a instalação e/ou evolução da doença. Neste contexto, investigamos os 

efeitos do exercício físico voluntário sobre a incidência do DM-1 e insulite em 

camundongos NOD, expressão de citocinas (IL-1β, IL-4, IL-12, IFN-δ e TNF-α) e 

leptina. Nossos resultados sugerem que, em camundongos NOD fêmeas a partir 

da 4ª semana de vida, o exercício físico voluntário por 1h/dia e 5 vezes por 

semana é capaz de diminuir o índice de infiltrado inflamatório e conseqüentemente 

a expressão do diabetes, modulando negativamente o infiltrado inflamatório. A 

análise dos níveis séricos de leptina e IL-4 não apresentaram alterações 

significativas entre o grupo exercício e controle. Por outro lado, no grupo que 

praticavam o exercício físico as concentrações séricas das citocinas IL-12, IFN-γ 

(no grupo não diabético), TNF-α (grupo diabético) e IL-1β (grupo não diabético e 

diabético) estavam elevadas, quando comparadas com os animais não 

submetidos ao exercício físico. 
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The strain of NOD mice (non-obese diabetic) is used as a experimental model of 

spontaneously develop type1 diabetes mellitus (DM1) similar to human disease 

resulting in the destruction of the islet, orchestrated by lymphocytes that induce a 

cytokines release, promoting inflammatory process. The physical exercise cause 

physiological alterations in the organism, resulting in reply synchronized of the 

systems cardiovascular, respiratory, endocrine and immune. Between these 

answers we have alterations in the concentration of and pro anti-inflammatory 

cytokines and alterations in the serum levels of the leptin hormone. The inquiries of 

therapies for the DM-1 based on the intervention on the immune system disclose 

that these can be promising strategies to hinder the installation and/or evolution of 

the disease. In this context, we investigate the effect of voluntary physical exercise 

on the incidence of DM-1 and insulitis in NOD mice, cytokines (IL-1β, IL-4, IL-12, 

IFN-δ e TNF-α) and leptin expression. Our results suggest that voluntary physical 

exercise one hour per day, five times per week in female NOD mice from 4ª week 

of life are capable to reduce the index of insulitis and consequently the expression 

of diabetes, down-modulating the inflammatory cell infiltration. The analysis of the 

leptin and IL-4 serum levels did not show statistical significance differences 

between the group exercise and control. In the other way, in the exercise group, 

the serum levels of IL-12, IFN-γ (in non-diabetic group), TNF-α (diabetic group) and 

IL-1β (non-diabetic and diabetic group) are increased, when compared with the 

animals not submitted to the physical exercise. 
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1.1- Diabetes Mellitus 

O diabetes mellitus é uma síndrome hiperglicêmica crônica 

heterogênea, de múltipla etiologia, afetando o metabolismo de carboidratos, 

lipídios e proteínas, resultando na alteração da produção e/ou ação da insulina. A 

classificação do diabetes mellitus é baseada em sua etiologia e nos mecanismos 

desencadeantes desta patologia, sendo dividida em tipo 1 (auto-imune, idiopática 

ou DM-1) e tipo 2 (DM-2)(1).   

O início do DM-1 é em geral agudo, acometendo mais freqüentemente 

crianças e adolescentes, sendo seus fatores desencadeantes e mecanismos 

envolvidos em sua evolução, ainda não esclarecidos totalmente(2, 3). 

A primeira evidência quanto a origem auto-imune do DM-1 foi descrita 

por BOTTAZZO et al. (1974)(4), que observaram a presença de auto anticorpos 

circulantes órgão específico, chamados anticorpos anti-células da ilhota (ICA) em 

pacientes com DM-1. Atualmente, sabe-se que os ICA não exercem efeito 

patogênico direto, sendo detectados precocemente antes da manifestação clínica 

do diabetes(5). 

Na patologia desta doença, observa-se infiltração mononuclear 

progressiva nas ilhotas pancreáticas com destruição seletiva das células β 

produtoras de insulina, resultando na deficiência deste hormônio. Esta destruição 

é considerada seletiva, pois outras células pancreáticas do sistema endócrino, 

como células α ou células δ não são afetadas (6). 

Enfatizando a característica auto-imune do DM-1, foi observada a 

presença de clones auto-reativos de linfócitos T na destruição seletiva das células 

β das ilhotas pancreáticas, como possível conseqüência  da perda da tolerância 

desta classe de linfócitos a determinados constituintes destas células(7). Estudos 

nesta área, sugerem o envolvimento de outros mecanismos imunopatogênicos, 

como a ocorrência de desequilíbrio entre sub-populações de células T efetoras 

com a liberação de fatores de agressão que incluem citocinas e perforinas 

Introdução 

13



liberadas por linfócitos T, que contribuirão na destruição da célula ß  

pancreática(8, 9). 

Estudos experimentais em murinos propõem vários mecanismos para a 

perda da tolerância imunológica no DM-1, como a existência de anormalidades 

central tímica e periférica pós-tímica. Existindo falha no bloqueio, anergia e 

supressão periférica da reatividade anti-células β, ocorrem respostas coordenadas 

por linfócitos T CD4+ direcionados a constituintes da célula β, que são 

processados e expostos por células apresentadoras de antígenos (APC), 

favorecendo a manifestação do DM-1(10). 

Alguns auto-antígenos constituintes da célula β, como GAD 65, GAD 67 

(“Glutamic acid decarboxylase”) e insulina, que estão presentes em grande parte 

de pacientes com DM-1, foram descritos com auxílio de auto-anticorpos 

circulantes, sendo denominados como marcadores da destruição imune e 

identificados quando a hiperglicemia em jejum é detectada (3, 11-14). 

Além disso, sugere-se que a expressão de peptídios imunogênicos na 

célula β, induzidos por infecções virais e toxinas, poderia aumentar a 

suscetibilidade a reações auto-imunes. E, a predisposição genética do indivíduo, 

junto com fatores ambientais, parece favorecer a ocorrência de mecanismos  

auto-imunes(8).  

O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) contribui na 

predisposição genética do DM-1, por meio da associação entre genes I-A e I-E, 

pela seleção positiva de clones auto-reativos no timo (presença de alelos de 

suscetibilidade), pela ausência de seleção negativa no timo (falta de alelos 

protetores para eliminar clones auto-reativos) e, ausência de anergia periférica de 

clones auto-reativos (gradiente de afinidade do MHC com o complexo 

peptídio/TCR e ausência de linfócitos T supressores restritos do MHC) (15, 16). 

Evidências provenientes de estudos experimentais, sugerem que as 

células β pancreáticas são suscetíveis a vários fatores de agressão como, radicais 

livres e citocinas (17-20). As citocinas que são liberadas por linfócitos, atuam na 
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destruição seletiva das células β pancreáticas, participando no processo 

inflamatório local, alterando funções celulares e conseqüente destruição insular. 

Porém, os mecanismos mediados por citocinas para destruição das ilhotas 

pancreáticas não estão totalmente estabelecidos. E, entretanto trabalhos prévios 

mostram os efeitos citotóxicos das citocinas na indução de apoptose das células  

β(21-23). 

Diversos estudos visando subsidiar o entendimento dos mecanismos de 

participação dos linfócitos T e citocinas na imunopatogênese do DM-1 utilizam 

modelos experimentais geneticamente predispostos para esta patologia, como o 

camundongo da linhagem NOD (diabético não obeso)(10, 16, 24, 25). 

 

1.2- Camundongo Diabético Não–Obeso (NOD) como modelo experimental 

de autoimunidade 

O camundongo NOD representa o modelo experimental em que os 

animais desenvolvem espontaneamente o diabetes Mellitus auto-imune (DM-1), 

semelhante ao observado em humanos. Essa linhagem foi desenvolvida a partir 

do cruzamento de uma linhagem CTS (propensa à catarata), com a linhagem não 

consangüínea ICR(26). 

A linhagem NOD isogênica foi estabelecida em 1980 no laboratório 

Shionogi Aburahi como modelo animal para DM-1(26) com prevalência do 

diabetes entre 70-90% em fêmeas e 20% em machos. A partir de então, a 

linhagem foi estabelecida em diversos centros de pesquisa por todo mundo(27). 

No Brasil, a colônia foi introduzida e implantada na Universidade 

Estadual de Campinas (PAVIN & ZOLLNER, 1994)(28) a partir de colônias 

matrizes provenientes do Laboratório INSERM U-25 Neker, Paris, França.  

Atualmente, estes animais mantidos no centro de Bioterismo da 

Unicamp (CEMIB) em condições livres de patógenos (SPF), apresentam 

freqüência cumulativa do DM-1 de 70-90% das fêmeas e 5-10% dos machos, 

entre 17ª e a 25ª semana de vida. 
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A polidipsia, poliúria, glicosúria elevada, hiperglicemia e deficiência de 

insulina são observadas nestes animais, acompanhados de rápida perda de 

peso(26). 

De forma similar à doença humana, o DM-1 apresentado por estes 

animais é caracterizado por duas fases; na primeira fase, definida como  

pré-diabética (insulite), ocorre infiltração progressiva de células mononucleares 

nas ilhotas pancreáticas (CD4 e CD8, macrófagos) e de células dendríticas (DC). 

É um evento fundamental na fase inicial da doença, exercendo papel na 

patogênese de doenças auto-imunes mediadas por células T, como a 

apresentação de auto-antígenos, seguida de dano tecidual e morte por 

apoptose(29).  

A segunda fase é caracterizada pela destruição das células β 

pancreáticas, responsáveis pela produção de insulina e conseqüente 

manifestação do diabetes(6). 

Linfócitos T demonstram ter papel importante no desenvolvimento do 

DM-1(30), no qual a ineficiência da eliminação de linfócitos auto-reativos contribui 

para o aparecimento da auto-imunidade(31). No decorrer da doença, células T 

CD4+ e CD8+ exercem papel sinérgico, uma vez que o desenvolvimento do DM-1 

é dependente de ambos os subtipos de células(32).  

Além disso, os linfócitos T CD4+ têm papel essencial no início da 

insulite e na progressão do DM-1, visto que o uso de anticorpos monoclonais  

anti-CD4+, pode suprimir a insulite e conseqüentemente, o aparecimento do DM-1 

no camundongo NOD(33). Este tipo celular é observado principalmente na fase 

precoce da infiltração (periinsular), onde são necessários para a expansão clonal e 

ativação de linfócitos T CD8+ através da produção de IL-2(32). A proporção de 

células T CD8+ aumenta com a evolução da destruição das células produtoras de 

insulina, explicando o sinergismo entre os dois subtipos favorecendo o 

aparecimento do DM-1(34). 
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1.3- Exercício Físico e Diabetes 

Exercício físico, como corrida, causa mudanças fisiológicas do 

organismo, principalmente um aumento da demanda de oxigênio e nutrientes, com 

resposta sincronizada entre os sistemas cardiovascular, respiratório e endócrino. 

Individuos jovens com diabetes tipo 1 possuem esse tipo de resposta similar aos 

indivíduos de mesma faixa etária e sem diabetes, porém, com resposta metabólica 

ao exercicio deficiênte, principalmente no que diz respeito ao aumento da glicose 

intramuscular e na utilização de outras fontes de energia(35). 

A maioria dos pacientes com diabetes tipo 1 antes da utilização da 

terapia insulínica não particavam atividade física vigorosa, devido aos distúrbios 

metabólicos (cetoacidose, desidratação grave e perda massa muscular) que o 

exercício físico pode causar. Porém, atualmente muitos pacientes com diabetes 

tipo 1 praticam exercicio fisico na sua rotina diaria e sendo alguns até atletas 

profissionais(36). 

O exercício físico pode causar desde hipoglicemia, hiperglicemia até 

cetoacidose diabética. Hipoglicemia pode ocorrer devido ao aumento da utilização 

de glicose durante o exercício, ainda mais, se houver a aplicação de insulina 

prévia. Pacientes sem controle glicêmico adequado e deficiência insulínica tem o 

risco de desenvolver cetoacidose. Pode ocorrer hiperglicemia em pacientes com 

adequado controle glicêmico e insulínico, onde a atividade física através do 

aumento de catecolaminas e ativação do sistema nervoso simpático estimulam a 

produção hepática de glicose(36). 

Exercício físico também aumenta o risco do aparecimento de doenças 

cardíacas e angina em pacientes diabéticos. Assim, recomenda-se avaliação do 

sistema cardiovascular antes do início de atividades físicas regulares(36). 

Atualmente, pacientes com diabetes tipo 1 são encorajados a praticar 

atividade física regular com adequação individual, devido seus benefícios a saúde, 

como: melhora dos níveis de colesterol, triglicérides, pressão sanguínea, 
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freqüência cardíaca e trabalho cardíaco, além da melhora da qualidade de 

vida(36). 

MATTHEW et. al. (2003)(37), mostraram que as alterações na 

concentração sérica de leptina depende do tempo e intensidade do exercício 

físico. Onde, exercício de curto período e baixa intensidade, não causam 

alterações na concentração de leptina, já exercícios de alta intensidade reduzem 

os níveis de leptina sérica. 

Trabalhos que pesquisam diabetes e exercício sugerem que o exercício 

físico modula a resposta imunológica, por meio da interação entre os sistemas 

neuroendócrino e imunológico(38).  

 

1.4- Citocinas e Diabetes 

A análise da expressão de citocinas na insulite em camundongos NOD 

demonstra grande variedade tanto em nível gênico quanto na produção da 

proteína(39, 40).  

Evidências favorecem o conceito de que as células β são destruídas em 

decorrência da falha na imunorregulação, levando a resposta auto-imune direta 

contra constituintes destas células(41, 42).  

No camundongo NOD, o desequilíbrio entre a resposta Th1 e Th2, com 

predomínio do fenótipo Th1(pró-inflamatório), desempenha papel relevante na 

fisiopatologia das reações auto-imunes nesta linhagem(43).  

Há correlações entre insulite destrutiva das células β e expressão de 

citocinas proinflamatórias do tipo 1 (TNFβ, IFNγ, IL-2 e IL-12) em camundongos 

NOD e pacientes com DM-1. Desta forma, várias citocinas participam da resposta 

autoimune que leva a destruição das células β. A ausência de uma destas 

citocinas patogênicas não é suficiente para evitar o desenvolvimento do 

diabetes(39, 42, 44). 
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O óxido nítrico e radical livres, produzido pelas células expostas às 

citocinas e outras substâncias como a leptina a qual pode estimular a resposta 

imune adaptativa pró-inflamatória Th1, são elementos adicionais envolvidos na 

destruição das células β (39). Além disso, as evidências clínico-experimentais 

mostram envolvimento direto das células linfocitárias (células efetoras) sobre as 

células β pancreáticas (células alvo), resultando na liberação de mediadores 

solúveis responsáveis pelo processo inflamatório local, contribuindo para a 

destruição das ilhotas(45-48). 

 

1.5- Leptina 

A leptina é um hormônio, descoberta em 1994 por Zhang et al(49),  

produto do gene da obesidade (ob) de 16 KDa, secretada principalmente pelas 

células adiposas e pelo tecido muscular esquelético, placenta e estômago(50). A 

expressão é proporcional à gordura corporal, sendo mais elevada em pessoas 

obesas. O nível de leptina, também é maior em fêmeas, exibindo portanto, 

dimorfismo sexual(51, 52). Contudo, mostra-se diminuindo durante jejum(53-54). 

Possui papel fisiológico importante na saciedade, onde este hormônio integra 

diferentes funções endócrinas com efeito metabólico direto em tecidos 

periféricos(55).  

O defeito no gene da leptina (ob) resulta em aumento tanto na ingestão 

alimentar quanto na diminuição do gasto energético, levando à obesidade, 

demonstrando seu papel no balanço energético e no metabolismo(50, 56, 57).  

A leptina tem ação na regulação neuroendócrina e na homeostase de 

energia, assim como em outros processos fisiológicos que demandam energia 

como a reprodução, hematopoiese, angiogênese e respostas  

imunológicas(50, 56, 57).  

Este hormônio e seus receptores têm estrutura semelhante à citocinas 

do tipo 1. A leptina atua na sinalização celular através de receptores próprios 

(obR), com seis isoformas de receptores ObRa – ObRf, os quais são proteínas 
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transmembrana, com domínio extracelular idêntico para todos os tipos de 

receptores e o domínio intacelular variando, segundo o receptor. As isoformas 

ObRa, ObRc, ObRd e ObRf, formadas por 32 a 40 aminoácidos apresentam a 

forma curta do receptor de leptina(51,56,58,59,60). 

Por outro lado, o receptor ObRb exibe a forma longa do receptor com 

306 aminoácidos e o receptor solúvel ObRe o qual, embora não participe 

diretamente na sinalização da leptina, é relevante para a detecção dos níveis 

circulantes, livres ou ligadas ao receptor, para determinar sua ação(59). 

O receptor da leptina é expresso em vários tipos celulares, como em 

células do hipotálamo, onde regula a homeostase de energia e funções 

neuroendócrinas, em células do sistema imune, como linfócitos T(56), células NK, 

monócitos/macrófagos e células B (61) e, ainda, em células endoteliais, células β 

pancreáticas e hematopoiéticas (50).   

A expressão do gene da leptina é regulada por vários fatores, incluindo 

outros hormônios e, pode ter sua produção aumentada pelos hormônios sexuais 

ovarianos e inibida pela testosterona, influenciando diretamente o eixo 

hipotálamo–ptuitária–adrenal (HPA)(50, 51).  

A insulina estimula a secreção de leptina durante alimentação. Da 

mesma forma, a queda da insulina durante o jejum antecipa a queda da leptina. A 

integração reguladora entre leptina e insulina, sugere possível participação da 

leptina na patofisiologia do diabetes mellitus tipo 1 e 2(55).  

Na deficiência nutricional, com redução da reserva energética, a leptina 

tem papel crucial em mecanismos adaptativos visando à economia de energia. 

Como a inflamação e a imunidade mediada por células requerem energia, a queda 

do nível de leptina promove economia no gasto energético, levando a redução na 

expansão e ativação das células imunes, para sustentar funções vitais(50). 

Desta forma, a leptina associa o estado nutricional às respostas  

pró-inflamatórias Th1, onde o decréscimo do nível deste hormônio durante o jejum 

compromete a resposta pró-inflamatória do fenótipo Th1(60). 
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A deficiência de leptina no organismo aumenta a sensibilidade a 

estímulos infecciosos e inflamatórios, causando defeito na hematopoiese e 

resultando na desregulação da produção de citocinas(57). 

Em mamíferos, além da ação em linfócitos T, a leptina modula outros 

componentes do sistema imune incluindo hematopoiese, função de macrófagos, 

entre outras(57). 

Por outro lado, a ação da leptina na proliferação de linfócitos T ainda é 

motivo de discussão. Enquanto Martin-Romero et. al. (2000) sugerem a 

necessidade de pré-estimulação de linfócitos para ação proliferativa da leptina, 

LORD et. al. (1998) aludem que sua ação seja preferencialmente em células 

virgens e não de memória.  

Em macófagos/monócitos a leptina aumenta a função fagocítica por 

meio da ativação da fosfolipase, assim como estimula a secreção de citocinas  

pró-inflamatórias (TNFα, IL-6, IL-12, IL-1)(62).  

Em neutrófilos, foi demonstrado que a leptina está envolvida em todo o 

processo de desenvolvimento, diferenciação, proliferação, ativação e 

citotoxicidade (56). Além disso, a leptina pode direcionar a resposta imunológica 

para Th1, suprimindo a resposta Th2, atuando, como fator estimulante da 

produção de citocinas pró-inflamatórias e alterando desta forma, o balanço 

Th1/Th2 (52, 54, 63). 

Em camundongos e humanos deficientes de leptina ou de seu receptor, 

observa-se prejuízo da função imune mediada por células(58). O camundongo 

com deficiência de leptina (ob/ob) ou de seu receptor (db/db), apresenta 

celularidade reduzida no baço e timo, deficiência na resposta imunológica  

pró-inflamatória mediada por células e na produção de anticorpos(51). 

Em humanos, a deficiência congênita de leptina associa infecções a 

mortalidade infantil precoce, assim como a supressão de linfócitos e da imunidade 

Th1, condições estas que podem ser revertidas com a administração de 

leptina(56). 
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2.1- Objetivo geral 

Avaliar o efeito do exercício físico voluntário na incidência do diabetes 

tipo I no camundongo NOD. 

 

2.2- Objetivos específicos 

1. Verificar a expressão do diabetes tipo I na linhagem camundongo 

NOD submetida ao exercício físico voluntário e seus respectivos 

controles;  

2. Quantificar o índice de infiltrado inflamatório das ilhotas pancreáticas 

dos animais submetidos ao exercício físico voluntário e seus 

respectivos controles; 

3. Analisar a expressão da leptina através da detecção sérica por 

técnica de ELISA nos animais submetidos ao exercício físico 

voluntário e seus respectivos controles; 

4. Analisar a concentração sérica das citocinas IL-1β, IL-4, IL-12, IFN-δ 

e TNF-α nos animais submetidos ao exercício físico voluntário e seus 

respectivos controles. 
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3.1- Animais 

Os camundongos utilizados neste estudo foram obtidos da colônia NOD 

provenientes do INSERM U-25, Hospital Necker (Paris, França), implantada e 

mantida pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) a partir de 1994, em 

condições livres de patógenos específicos (SPF)(28).  

A freqüência cumulativa do DM-1 clínico espontâneo registrado na 

colônia NOD/Uni com 25 semanas de idade, se mantém ao redor de 85% entre as 

fêmeas e de 5 a 20% entre machos, revelando-se similar à da colônia de origem. 

Os protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). 

 

3.2- Estratificação dos grupos experimentais 

Camundongos NOD/Uni fêmeas provenientes do CEMIB/UNICAMP 

foram mantidos em condições livres de patógenos específicos, com controle de 

luz, temperatura e umidade em biotério de experimentação no Laboratório de 

Imunologia e Alergia Experimental (LIAE), recebendo água e ração padrão 

autoclavadas ad libitum. 

Os grupos experimentais foram estabelecidos como a seguir: 

Grupo Exercício: Composto por 19 animais adaptados ao exercício 

físico voluntário. 

Grupo Controle: Composto por 16 animais, os quais ficaram em gaiolas 

sem a roda de exercício físico. 

 

3.3- Adaptação à gaiola de exercício físico voluntário 

Os animais iniciaram no protocolo na 4ª semana de vida. Passaram por 

um período de adaptação à gaiola individual de exercício físico voluntário, onde no 

1º dia permaneceram por vinte minutos. Nos dias subseqüentes eram diariamente 
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acrescidos 10 minutos até completar o período de 60 minutos na gaiola de 

exercício físico voluntário. Após este período de adaptação, os animais eram 

colocados cinco vezes por semana na gaiola de exercício físico voluntário durante 

o período de 60 minutos em ambiente SPF. Os animais do Grupo Exercício 

ficaram em gaiolas com a roda de exercício físico voluntário. Para o Grupo 

Controle era retirada a roda de exercício físico voluntário.         

 

3.4- Diagnóstico do diabetes e sacrifício dos animais 

A ocorrência do diabetes mellitus foi monitorada em todos os animais a 

partir da 10ª semana de vida. As glicemias eram realizadas semanalmente em 

jejum através de glicosímetro Prestige LX® (Home Diagnostic, EUA) retirando-se 

amostra de sangue da veia caudal do animal. Os animais eram considerados 

diabéticos após confirmação da hiperglicemia por duas semanas consecultivas 

atraves de glicosímetro com valores de glicemia > 250 mg/dL (13,8 mM) 

(estabelecido no LIAE e em concordância com ITOH et al. 1997). 

Os animais diagnosticados diabéticos eram anestesiados com tiopental 

sódico 2,5% (Thiopentax®, Cristália – Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA), 

na dose de 15 a 30mg/kg de peso corpóreo. O sangue periférico era coletado 

através de punção cardíaca e transferido para tubo plástico de 1,5ml (livre de 

RNAse) para centrifugação e posterior separação de soro. Após este 

procedimento, realizou-se a remoção do pâncreas, o qual era depositado em 

cápsulas contendo meio de inclusão O.C.T. (Tissue Tek® Miles – EUA) e 

rapidamente congelado em nitrogênio líquido, sendo conservado em bio-freezer a 

–80ºC até processamento histológico para estudo morfológico e 

imunohistoquímico, empregando-se cortes obtidos em criostato (Leica, CM 1850 

Alemanha). 
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3.5- Análise morfológica 

A avaliação histológica dos pâncreas tinha como objetivo analisar os 

aspectos morfológicos das ilhotas pancreáticas e de seu eventual grau de insulite.  

Os pâncreas eram transferidos e posicionados no suporte do criostato 

de maneira a se obter a maior área possível de corte. Os cortes eram coletados 

em série de 10 cortes consecutivos de 5µm de espessura e depositados em 

lâminas histológicas previamente silanizadas (γ-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane 

- Sigma St Louis, EUA). Após a obtenção da primeira série de cortes, o pâncreas 

era desbastado 300µm e, a seguir, outra série de 10 cortes era igualmente 

processada. Repetia-se este procedimento mais quatro vezes, obtendo-se os 

conjuntos de lâminas representados no esquema 1. 

As lâminas nº: 1, 5, 9 e 13 - obtidas através de criocortes eram corados 

pela técnica da hematoxilina e eosina, observadas em microscópio óptico 

(Axioscope, Zeiss, Darmstad-Alemanha), permitindo detectar a presença de 

infiltrado inflamatório em toda extensão do órgão. Os cortes, nos quais se 

evidenciava a presença de infiltrado inflamatório, eram submetidos a contagem de 

ilhotas de Langerhans e classificados segundo o grau de infiltrado celular (insulite) 

apresentado. As lâminas subseqüentes eram utilizadas para a caracterização 

linfocitária para CD4+ (lâminas 2, 6, 10 e 14), CD8+ (lâminas 3, 7, 11 e 15) e CD11+ 

(lâminas 4, 8, 12 e 16).  

A classificação utilizada nas ilhotas pancreáticas, segundo o grau de 

insulite apresentado, era realizada atribuindo-lhes seguinte escore segundo 

critérios propostos por SIGNORE et al. (1989) e adaptado (39).  

0 = ilhota normal, na ausência de infiltrado. 

1 = peri-insulite, presença < 25% de infiltrado ao redor e no interior da 

ilhota.  

2 = insulite moderada, 25 - 80% da ilhota invadida pelo infiltrado.  
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3 = insulite invasiva, > 80% da ilhota invadida pelo infiltrado. Ocupação 

extensiva da ilhota. 

4 = insulite destrutiva, invasão total da ilhota pelo infiltrado.  

As ilhotas eram contadas e classificadas por grau, em três planos de 

cortes diferentes por órgão. Os resultados eram representados pela média e 

desvio padrão referente relação número de ilhotas de cada grau/total de ilhotas 

contadas por animal, para cada grupo experimental, e calculava-se o índice de 

infiltrado celular, segundo a fórmula: 

I =    (0xN0) + (1 x N1) + (2 x N2) + (3 x N3) +(4 x N4) 
__________________________________________ 

4 x (N0 + N1 + N2+ N3 + N4) 
 

Índice = 1 - destruição total da ilhota. 

0, 1, 2, 3 e 4 representam os diferentes graus de insulite (como descrito 

anteriormente) e N0, N1, N2, N3 e N4, o número total de ilhotas com seus 

respectivos graus de infiltração.  
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Esquema 1 - Representação do procedimento para a obtenção dos conjuntos de 

cortes analisados para estudo morfológico, quantitativo e 

imunohistoquímico das ilhotas pancreáticas.   
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3.6- Análise da expressão sérica de citocina por método imunoenzimático 

(ELISA) 

3.6.1. IL-4,  IL-12,  IFN-γ  e IL-1β 

As placas eram adsorvidas com anticorpo de captura específico para as 

citocinas IL-4, IL-12, IFN-γ e IL-1β (CytoSetTM – Biosource, EUA) na concentração 

de 1,25μg/ml, diluído em solução tampão carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e 

incubadas por 18 horas em temperatura de 4ºC. A seguir, as placas eram lavadas 

por 3 ciclos rápidos com solução salina e 0,1% de Tween 20 (Merck - Alemanha). 

Para bloqueio dos sítios inespecíficos utilizava-se solução de soro albumina 

bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tampão de ensaio), por 2 horas em temperatura 

ambiente. Novamente as placas eram lavadas por 3 ciclos rápidos e 100 μl de 

amostras de soros diluídos 1:2 em tampão de ensaio era adicionado, e eram 

mantidas em câmara úmida por 90 minutos em temperatura ambiente, com 

exceção de IL-1β, incubada a 37ºC. Após o processo de lavagem, era adicionado 

100 μl de anticorpo de detecção biotinilado diluído 0,125 μg/ml em tampão de 

ensaio suplementado com 5% de soro bovino fetal para IL-12 e IFN-γ, e a 

concentração utilizada era de 0,05 μg/ml para IL-1β e IL-4, sendo que as placas 

permaneciam em câmara úmida por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida 

as lavagens, era adicionada solução de estreptavidina/peroxidase, na 

concentração de 0,3 μg/ml diluído em tampão de ensaio e então, mantidas por 45 

minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior às 

lavagens, a reação de cor era produzida pela adição de tetrametilbenzidina (TMB 

OptEIATM BD - Biosciences), sendo bloqueada após 30 minutos com H2SO4 1N. 

Os valores de absorbância eram obtidos após leitura em 450nm utilizando 

espectrofotômetro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os cálculos eram 

realizados através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Para cada experimento, era 

utilizada curva de referência, para determinação da concentração de citocina. 
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3.6.2- TNF-α 

As placas eram adsorvidas com 100μl de anticorpo de captura 

específico para TNF-α (CytoSetTM – Biosource, EUA) na concentração de 

1,25μg/ml, diluído em solução tampão carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e 

incubadas por 18 horas a 4ºC. A seguir, a solução de adsorção era aspirada e, 

para bloqueio dos sítios inespecíficos adicionava-se 300 μl de solução de soro 

albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tampão de ensaio), por 2 horas em 

temperatura ambiente. A seguir, as placas eram aspiradas e 100 μl de amostras 

de soros diluídos 1:2 em tampão de ensaio eram adicionados, e imediatamente, 

adicionava-se 50 μl do anticorpo de detecção biotinilado na concentração de  

0,05 μg/ml em tampão de ensaio, sendo mantidas em câmara úmida por 2 horas 

em temperatura ambiente. Após 4 ciclos rápidos de lavagem com solução salina e 

0,1% de Tween 20 (Merck-Alemanha), eram adicionados 100 μl de anticorpo 

solução de estreptavidina/peroxidase, na concentração de 0,15 μg/ml diluído em 

tampão de ensaio e então, as placas eram mantidas por 30 minutos em 

temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior às lavagens, a reação 

de cor era produzida pela adição de tetrametilbenzidina (TMB OptEIATM  

BD - Biosciences), sendo bloqueada após 20 minutos com H2SO4 1N. Os valores 

de absorbância eram obtidos após leitura em 450nm utilizando espectrofotômetro 

Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os cálculos eram realizados através do 

software SOFT MAX-PRO 3.0. Era utilizada curva de referência, para 

determinação da concentração da citocina em estudo. 

 

3.6.3- Leptina 

Para determinação dos níveis séricos de leptina, placas de polietileno 

eram adsorvidas com 2µg/ml de anticorpo anti-leptina de camundongo (R&D 

Systems, Inc) em 0,05M de tampão carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e incubadas 

por 18 horas à 4°C em câmara úmida. Após 3 lavagens com solução 0,05% de 
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Tween 20 (Merck) em PBS, os sítios inespecíficos eram bloqueados com 3% de 

soro bovino fetal em PBS por 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, as 

placas eram novamente lavadas e 100µl de soros diluidos 1:5 em solução 

contendo 1% de soro bovino fetal e PBS eram adicionados e mantidos em câmara 

úmida por 18 horas à 4°C. Após o processo de lavagem, era adicionado 100µl de 

anticorpo anti-leptina de camundongo (produzido em coelho) (Rockland, EUA) na 

diluição 1:2400 em PBS e soro bovino fetal 1%. Após incubação de 90 minutos as 

placas eram lavadas e 100µl de anticorpo conjugado com peroxidase anti-coelho 

(Rockland, EUA) na diluição 1:80000 eram adicionadas e então mantidas em 

câmara úmida durante 1 hora em temperatura ambiente. Posterior as lavagens a 

reação de cor era produzida pela adição de tetrametilbenzidina TMB  

(BD – Biosciences, EUA), sendo bloqueada após 30 minutos com H2 SO4  1N. Os 

valores de absorbância eram obtidos após leitura em 450nm utilizando 

espectrofotômetro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os cálculos eram 

realizados através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Era utilizada curva de 

referência para determinação da concentração da leptina com concentração inicial 

de 30ng/ml seguida por diluições seriadas (1:2) até a concentração final de 

0,05ng/ml.   

 

3.7- Análise estatística 

Os resultados eram expressos como média e desvio padrão. Os dados 

eram submetidos a análise de variância (ANOVA) entre os grupos exercício e 

grupos controle pelo teste de Mann-Whitney (não paramétrico). Eram 

considerados estatisticamente significativos p < 0,05. O efeito do exercício sobre a 

expressão do diabetes era analisado pelo cálculo da razão de probabilidade  

(Odds ratio) assumindo-se p ≤ 0,05. 
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4.1- Expressão do diabetes tipo I na linhagem NOD submetida ao exercício 

físico aeróbico voluntário 

O exercício físico voluntário no camundongo NOD reduziu a 

manifestação do diabetes tipo I, visto que apenas 42,4% (8/19) dos animais que 

realizaram exercício físico voluntário apresentaram níveis glicêmicos superiores a 

250mg/dl. Por outro lado, nos animais que não realizarm exercício físico (grupo 

controle) verificou-se a ocorrência de glicemias superiores a 250 mg/dl em 93,75% 

dos animais (15/16). Foi calculada a razão de chance da condição nos expostos e 

não expostos para analisar o efeito do exercício físico sobre a expressão do 

diabetes , levando em consideração o intervalo de confiança. O risco relativo dos 

animais que realizaram exercício físico voluntário foi de 0,07, com intervalo de 

confiança de 0,01 a 0,47. Esses valores indicam o favorecimento do efeito do 

exercício físico voluntário em relação a doença (Figura 1 pág.35). 

Observou-se também, diminuição do pico de incidência da doença, que 

ocorrem entre a 16 a 19 semanas de vida do animal, causando incidência mais 

homogênea e tardia no grupo exercício, quando comparados com o grupo controle 

(Figura 2 pág.36).  
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Figura 1- Incidência cumulativa do diabetes no camundongo NOD submetido ao 

exercício físico. Observa-se que nos animais submetidos ao exercício 

físico voluntário 42,4% ficaram diabéticos (n=8/19), enquanto que 

93,75% dos animais do grupo controle apresentaram a doença 

(n=15/16). O risco relativo ao exercício físico foi de 0,07, com intervalo 

de confiança de 0,01 a 0,47, indicando o favorecimento do efeito do 

exercício físico no controle da manifestação do diabetes. 
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Figura 2- Distribuição da incidência do diabetes em intervalos semanais, 

mostrando uma distribuição mais homogênea e tardia desta incidência 

no grupo exercício, quando comparada com o grupo controle. 
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4.2- Efeito do exercício físico sobre o processo inflamatório das ilhotas 

pancreáticas e índice de infiltrado nas ilhotas pancreáticas 

A verificação do processo inflamatório foi realizada por meio de cortes 

histológicos de pâncreas de animais dos grupos exercício e controle e foram 

classificadas segundo grau de insulite por escores (descrito em materiais e 

métodos). 

O escore dos animais do grupo exercicio não diabéticos apresentaram 

maior porcentagem de ilhotas grau 0 (26,1%), ou seja ilhotas íntegras, e ilhotas 

grau 1 (31,7%), mostrando baixo grau de comprometimento das ilhotas, ainda 

mais por apresentarem porcentagem 0 de ilhotas grau 4 (Figura 3 pa´g.38), 

levando a um índice de infiltrado de 0,31, quando comparado com grupo exercicio 

diabético (0,56), grupo controle não diabético (0,5) e diabético (0,5) (Figura 4 

pág.39). Sendo estatisticamente significante (p < 0,01) entre os grupos exercício 

não diabético e exercício diabético, e exercício não diabético e controle não 

diabético.   

A imunofluorescência do infiltrado insular revelou a presença de 

linfócitos CD4+, CD8+ e macrófagos (CD11+), especialmente intensos em animais 

diabéticos, independente se realizaram exercício físico (Prancha I pág.40). 

Nos animais não diabéticos que realizaram exercício físico voluntário, 

observou-se diminuição da presença de infiltrado na ilhota de Langerhans 

constituído por linfócitos CD4+ e CD8+ e macrófagos (Prancha I pág.40).  
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Figura 3- Gráfico representativo da classificação das ilhotas de Langerhans 

segundo o grau de insulite em camundogos NOD que praticaram 

exercício físico não diabético (n=8 ), exercício físico diabético (n =11), 

controle não diabético (n=1) e controle diabético (n=15). END = Grupo 

exercício não diabético; ED = Grupo exercício diabético; CND = Grupo 

controle não diabético; CD = Grupo controle diabético. Grau 0 = ilhota 

normal; Grau I = menos de 25% de infiltrado; Grau II = entre 25 e 80% 

de infiltrado; Grau III = acima de 80% de infiltrado celular e  

Grau IV = infiltração total da ilhota. 
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Figura 4- Índice de infiltrado celular em ilhotas de camundongos NOD que 

realizaram exercício físico voluntário e grupos controle, Os animais 

que realizaram exercício físico não diabético apresentaram índices 

significativamente reduzidos (p<0,01) quando comparados com o 

grupo exercício diabético e grupo controle não diabético (END = 0,31; 

ED = 0,56; CND = 0,5 e CD = 0,5) . Os resultados estão expressos por 

média e desvio padrão. END = Grupo exercício não diabético;  

ED = Grupo exercício diabético; CND = Grupo controle não diabético; 

CD = Grupo controle diabético. 
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Figura 5- Fotomicrografias representativas da fenotipificação do infiltrado 

inflamatório no pâncreas dos animais controle não-diabético, controle 

diabéticos, exercício não-diabético e exercício diabético, por técnica 

de imunoistoquímica (imunofluorescência) para subpopulações de 

macrófagos . 
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4.3- Efeito do exercício físico na expressão da leptina no camundongo NOD 

A análise da expressão de leptina atraves do metodo de ELISA no soro 

de camundongos NOD grupo exercício não diabético, exercício diabético, controle 

não diabético e controle diabético, não mostrou significância estatística. Porém, 

observamos que nos animais do grupo exercício não diabético a leptina apresenta 

tendência ao aumento de seus níveis em relação aos demais grupos  

(END = 2,14±1,27; ED = 1,23±0,25, CND = 1,49±0,16 e CD = 1,16±0,27).  
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Figura 6- Expressão de leptina avaliada por meio da técnica ELISA no soro de 

camundongos NOD que realizaram exercício físico não diabéticos e 

diabéticos, e grupo controle não diabético e diabético. Os resultados 

estão expressos pela média e desvio padrão. Para a análise estatística 

foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p < 0,05. END = Grupo 

exercício não diabético; ED = Grupo exercício diabético; CND = Grupo 

controle não diabético; CD = Grupo controle diabético. 
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4.4- Efeito do exercício físico na expressão das citocinas IL-1β, IL-4, IL-12, 

IFN-gama e TNF-alfa no camundongo NOD:  

4.4.1- IL-4 

A análise da expressão da citocina IL-4 atraves do método de ELISA no 

soro de camundongos NOD grupo exercício não diabético, exercício diabético, 

controle não diabético e controle diabético, não mostrou significância estatística. 

Porém, observamos que nos animais do grupo exercício não diabético a citocina 

IL-4 apresenta tendência a diminuição de seus níveis em relação aos demais 

grupos. (END = 3,4±0,5; ED = 4,6±0,6, CND = 4±0,9 e CD = 3,6±0,9). 
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Figura 7- Expressão da citocina IL-4 avaliada por meio da técnica ELISA no soro 

de camundongos NOD que realizaram exercício físico não diabéticos e 

diabéticos, e grupo controle não diabético e diabético. Os resultados 

estão expressos pela média e desvio padrão. Para a análise estatística 

foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p < 0,05.   

END = Grupo exercício não diabético; ED = Grupo exercício diabético; 

CND = Grupo controle não diabético; CD = Grupo controle diabético. 
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4.4.2- IL-1β 

A análise dos níveis séricos de IL-1β atraves do metodo de ELISA no 

soro de camundongos NOD grupo exercício não diabético, exercício diabético, 

controle não diabético e controle diabético, mostrou aumento significativo dos 

grupos exercício não diabético e exercício diabético. Tendo significância 

estatística entre os grupos controle diabético e exercício diabético (p < 0,05).  

(END = 6,9±5,4; ED = 6,5±2,2; CND = 3,7±1,1 e CD = 4,7±0,8).  
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Figura 8- Expressão da citocina IL-1β avaliada por meio da técnica ELISA no soro 

de camundongos NOD que realizaram exercício físico não diabéticos e 

diabéticos, e grupo controle não diabético e diabético. Os resultados 

estão expressos pela média e desvio padrão. Para a análise estatística 

foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando *p < 0,05.  

END = Grupo exercício não diabético; ED = Grupo exercício diabético; 

CND = Grupo controle não diabético; CD = Grupo controle diabético. 
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4.4.3- IL-12 

A análise dos níveis séricos da citocina IL-12 atraves do método de 

ELISA no soro de camundongos NOD grupo exercício não diabético, exercício 

diabético, controle não diabético e controle diabético, mostrou aumento 

significativo do grupo exercício não diabético em relação aos demais. Tendo 

significância estatística entre os grupos exercício não diabético e exercício 

diabético (p < 0,01) e nos grupos exercício não diabético e controle não diabético 

(p < 0,01). (END = 356,3±75,3; ED = 109±56,4; CND = 140,3±63,6 e  

CD = 94,8±15,4).  
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Figura 9- Expressão da citocina IL-12 avaliada por meio da técnica ELISA no soro 

de camundongos NOD que realizaram exercício físico não diabéticos e 

diabéticos, e grupo controle não diabético e diabético. Os resultados 

estão expressos pela média e desvio padrão. Para a análise estatística 

foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando *p < 0,05.  

END = Grupo exercício não diabético; ED = Grupo exercício diabético; 

CND = Grupo controle não diabético; CD = Grupo controle diabético. 
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4.4.4- IFN-γ 

A análise dos níveis séricos de IFN-γ atraves do metodo de ELISA no 

soro de camundongos NOD grupo exercício não diabético, exercício diabético, 

controle não diabético e controle diabético, mostrou aumento significativo nos 

grupos exercício não diabético e controle não diabético. Tendo significancia 

estatística entre os grupos controle não diabético e controle diabético (p < 0,05), e 

nos grupos exercício não diabético e exercício diabético (p < 0,01) (END = 26,5±3; 

ED = 15,2±2,7; CND = 27,1±3,6 e CD = 14,6±2,4).  
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Figura 10- Expressão da citocina IFN-γ  avaliada por meio da técnica ELISA no 

soro de camundongos NOD que realizaram exercício físico não 

diabéticos e diabéticos, e grupo controle não diabético e diabético. Os 

resultados estão expressos pela média e desvio padrão. Para a 

análise estatística foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando  

*p < 0,05. END = Grupo exercício não diabético; ED = Grupo exercício 

diabético; CND = Grupo controle não diabético; CD = Grupo controle 

diabético. 
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4.4.5- TNF-α 

A análise dos níveis séricos da citocina TNF-α através do método de 

ELISA no soro de camundongos NOD grupo exercício não diabético, exercício 

diabético, controle não diabético e controle diabético, mostrou aumento 

significativo nos grupos exercício não diabético e exercício diabético. Tendo 

significância estatística entre os grupos exercício diabético e controle diabético  

(p < 0,05). (END = 3,8±2,8; ED = 4,3±1,6; CND = 2,2±0,6 e CD = 2,5±1).  
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Figura 11- Expressão da citocina TNF-α avaliada por meio da técnica ELISA no 

soro de camundongos NOD que realizaram exercício físico não 

diabéticos e diabéticos, e grupo controle não diabético e diabético. Os 

resultados estão expressos pela média e desvio padrão. Para a 

análise estatística foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando  

*p < 0,05. END = Grupo exercício não diabético; ED = Grupo exercício 

diabético; CND = Grupo controle não diabético; CD = Grupo controle 

diabético. 
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O diabetes tipo 1 resulta da destruição das células β nas ilhotas 

pancreaticas devido processo inflamatório crônico autoimune(64). Grande parte 

dos conhecimentos da fisiopatologia desta doença está fundamentada em estudos 

realizados com camundongos da linhagem NOD. Nestes animais, hiperglicemia e 

início do diabetes são atribuídos à infiltração de leucócitos auto-reativos nas 

ilhotas de Langerhans que induzem a destruição das células β(65). Devido à 

grande similaridade ao DM-1 em humanos, o camundongo NOD é usado 

amplamente como ferramenta para estudos pré-clínicos visando o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas(66). 

O exercício físico vem sendo muito utilizado como fonte de estudo 

objetivando o controle da manifestação do diabetes, já que sua prática regular 

oferece proteção contra várias causas de mortalidade, principalmente contra 

doenças cardiovasculares e diabetes tipo 2(67). 

O mecanismo que associa o exercício com mudanças imunológicas 

inclui fatores neuroendócrinos como a adrenalina, noradrenalina, hormônio do 

crescimento e cortisol, onde esses hormônios aumentam as suas concentrações 

durante o exercício, estimulando células do sistema imunológico, como células 

NK, células T e neutrófilos(68). 

KELLER et al. (1993) (69), após utilizarem camundongos NOD para 

investigar o efeito exercício físico (corrida) sobre o diabetes tipo 1 e nos níveis de 

glicose no sangue, concluem que o camundongo NOD é um excelente modelo 

experimental para o estudo do exercício no diabetes 1.  

Baseados nestas considerações, estudamos o efeito do exercício físico 

na incidência do diabetes tipo 1 do camundongo NOD disponibilizando a atividade 

física diária por 60 minutos/dia 5 vezes na semana, iniciando na 4ª semana até a 

28ª  semana de vida (total de 24 semanas, salvo os animais que tornaram-se 

diabéticos e foram sacrificados) de treinamento e com seus respectivos controles, 

obtendo como resultado a diminuição na incidência do diabetes no grupo exercício 

comparado com grupo controle.  
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Além disso, pode-se observar distribuição mais homogênea da 

incidência do diabetes no grupo exercício, em intervalos semanais, quando 

comparada com o grupo controle. O pico de incidência do diabetes tipo 1 nos 

animais controle variam entre a 16 e 18 semana de vida do animal.  

Outro resultado relevante é quanto ao processo inflamatório das ilhotas 

do pâncreas dos animais, onde o escore dos animais do grupo exercicio não 

diabéticos apresentaram maior porcentagem de ilhotas grau 0 e 1, e nenhuma 

ilhota grau 4, mostrando baixo grau de comprometimento das ilhotas, quando 

comparado com grupo exercicio diabético, grupo controle não diabético e 

diabético.  

Citocinas podem estar envolvidas nos efeitos benéficos a saúde 

causados pelo exercicio, realizando proteção contra a inflamação sistêmica(67). 

O primeiro estudo sugerindo que o exercício físico induz resposta das 

citocinas em murinos foi realizado em 1983. Neste estudo injetava-se 

intraperitonialmente, em ratos, plasma humano obtido após a realização de 

exercício físico, levando ao aumento da temperatura retal. Sendo que, o plasma 

obtido antes do exercício físico não produzia este efeito(68). 

O exercício físico aumenta a quantidade sérica de IL-6, neste caso, 

caracterizada com citocina antiinflamatória, já que estimula o aparecimento de 

outras citocinas anti-inflamatórias na circulação, como IL-1ra e IL-10, e inibe a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e IL-1β(67).  

Os niveis plasmáticos de várias citocinas como TNF-α, IL-1β e IL-6, em 

resposta ao exercício estão aumentados. Sendo esta ação equilibrada pela 

liberação de citocinas inibitórias (IL-1ra e TNF-αr) e citocinas anti-inflamatórias  

(IL-10). Sugerindo que citocinas inibitórias e anti-inflamatórias restringem a 

resposta inflamatória do exercício(68). 

PEAKE & cols. (2005) (70), estudaram o efeito de diferentes 

intensidades de exercício nas concentrações de citocinas, tendo como resultado o 

aumento significativo nas concentrações de citocinas anti-inflamatórias IL-12 e  
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IL-1ra em todas as intensidades de exercício físico. Nosso estudo demonstrou 

resultados semelhantes na análise da expressão da citocina IL-12, obtendo um 

aumento significativo desta citocina no grupo de exercício não diabético. 

Donovan et al. (2007) (74), estudando o efeito do exercício físico de alta 

intensidade em cavalos na expressão de citocinas pró-inflamatórias antes e após 

o exercício físico,  verificaram o aumento das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6. 

Pedersen e Hoffman (2000), relataram em seu estudo o aumento de TNF-α e  

IL-1β em atletas humanos após exercício exaustivo (71, 72). Entretanto,  

Suzuki et al. (2000)(72), não observaram nenhuma alteração nos níveis de 

citocinas pro-inflamatórias em seu estudo.  No presente estudo, os níveis séricos 

de TNF-α, IL-1β e IFN-γ, estavam elevados nos grupos exercício diabético e 

exercício não diabético, com resultados semelhantes ao encontrado por Pedersen 

e Hoffman(2000), e Donovan et. al. (2007).   

OGAWA et. al. (2003) (72), estudou o efeito do exercício físico, no caso 

caminhada, em mulheres de diferentes faixas etárias, concluindo que o exercício 

físico habitual não causa alterações no balanço entre as citocinas do tipo Th1 e 

Th2.  De acordo com o achado nesta pesquisa, em nosso estudo a citocina IL-4  

não apresentou diferenças estatísticas entre os diferentes grupos. Contudo os 

grupos de animais que realizaram exercício mostram tendência a níveis mais 

baixos que os que não realizaram exercício.   

Fitzgerald et. al. (1988) (75), relata que o exercício físico realizado em 

seus diversos níveis causam diferentes efeitos na função do sistema imune. 

Exercício físico de moderada intensidade aumentam a resistência contra infecções 

em humanos, mas treinamento físico de alta intensidade predispõem atletas a 

infecções do trato respiratório. 

MATTHEW et al (2003) (37), mostraram que o exercício físico pode 

alterar os níveis de leptina na circulação em humanos (mulheres), mas este efeito 

depende do tipo de exercício que é realizado. Então, sugerem que exercício físico 

de curta duração e baixa intensidade não altera os niveis de leptina sérica. Porém, 
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exercícios de alta intensidade, podendo ser de longa ou curta duração alteram os 

níveis de leptina circulante, levando a uma diminuição desses níveis. Concluem 

que, essas alterações causadas pelo exercício devem ser devido a alterações no 

balanço energético do organismo.   

Em nosso estudo, os níveis séricos de leptina em camundongos NOD 

grupo controle e gupo exercício, não mostrou diferença significativa, mas sugere 

que a leptina nos animais do grupo exercício não diabético tendência ao aumento 

de seus níveis.  

O interesse pelos resultados do efeito da atividade fisica no sistema 

imune não é apenas da fisiologia do exercicio e sim é valido para medicina clínica 

e como suporte para atletas e não atletas na recomendação do exercício 

físico(68). 

As diferenças entre os resultados na expressão das citocinas antes e 

após o exercício podem ocorrer devido ao tipo, intensidade e tempo de 

treinamento físico. Além do momento da coleta da amostra para verificação da 

expressão das citocinas e leptina. 

Baseado em nosso estudo e na revisão bibliográfica sobre o tema em 

questão, podemos observar que o exercício físico voluntário realizado 

regularmente pode auxiliar no combate ao diabetes, como já é discutido na 

comunidade médica mundial, porém se faz necessário a realização de outros 

estudos para esclarecer de que forma o exercício físico causa este efeito e de que 

maneira este mecanismo de combate a determinadas doenças deve ser realizado.    
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que o 

exercício físico voluntário: 

1. 1h/dia, 5 vezes/semana em camundongo NOD fêmeas a partir da  

4a semana de vida foi capaz de diminuir a expressão do diabetes 

mellitus tipo 1 em relação ao grupo controle em camundongos NOD.  

2. Diminuiu o índice de infiltrado inflamatório nas ilhotas pancreáticas. 

3. Não resulta em alterações significativas nos níveis séricos de leptina 

E IL-4 

4. Promove o aumento significativo nos níveis séricos das citocinas  

IL-12, IFN-γ, TNF-α e IL-1β em relação ao grupo não submetido ao 

exercício físico. 

5. As citocinas IL-12 e IFN-γ apresentaram seus maiores valores no 

grupo exercício não diabético, e a citocina TNF-α no grupo exercício 

diabético. 
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