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RESUMO
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A linhagem de camundongos NOD (non obese diabetic) € utilizado como modelo
experimental por desenvolver diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) espontaneo similar
ao diabetes mellitus humano resultando na destruicao das ilhotas, orquestrada
pelos linfécitos T que induzem a liberacdo de citocinas, promovendo o processo
inflamatoério. O exercicio fisico causa alteragbes fisiologicas no organismo,
resultando em resposta sincronizada dos sistemas cardiovascular, respiratério,
enddcrino e imunoldgico. Entre estas respostas temos alteragdes na concentracao
de citocinas pré e antiinflamatérias e alteragdes nos niveis séricos do horménio
leptina. Estudos de terapias para o DM-1 baseadas na intervengdo sobre o
sistema imunoldgico revelam que estas podem ser estratégias promissoras para
impedir a instalacdo e/ou evolugcdo da doenca. Neste contexto, investigamos os
efeitos do exercicio fisico voluntario sobre a incidéncia do DM-1 e insulite em
camundongos NOD, expresséo de citocinas (IL-1pB, IL-4, IL-12, IFN-6 e TNF-a) e
leptina. Nossos resultados sugerem que, em camundongos NOD fémeas a partir
da 42 semana de vida, o exercicio fisico voluntario por 1h/dia e 5 vezes por
semana é capaz de diminuir o indice de infiltrado inflamatério e conseqlentemente
a expressao do diabetes, modulando negativamente o infiltrado inflamatério. A
analise dos niveis séricos de leptina e IL-4 ndo apresentaram alteracoes
significativas entre o grupo exercicio e controle. Por outro lado, no grupo que
praticavam o exercicio fisico as concentragdes séricas das citocinas IL-12, IFN-y
(no grupo nao diabético), TNF-a (grupo diabético) e IL-1B (grupo nao diabético e
diabético) estavam elevadas, quando comparadas com o0s animais nao

submetidos ao exercicio fisico.
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ABSTRACT




The strain of NOD mice (non-obese diabetic) is used as a experimental model of
spontaneously develop typel 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-1p, IL-4, IL-12,
IFN-6 e TNF-a) and leptin expression. Our results suggest that voluntary physical
exercise one hour per day, five times per week in female NOD mice from 42 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-y (in non-diabetic group), TNF-a (diabetic group) and
IL-1B (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 € uma sindrome hiperglicémica crénica
heterogénea, de multipla etiologia, afetando o metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, resultando na alteracdo da producao e/ou acao da insulina. A
classificagcao do diabetes mellitus € baseada em sua etiologia e nos mecanismos
desencadeantes desta patologia, sendo dividida em tipo 1 (auto-imune, idiopatica
ou DM-1) e tipo 2 (DM-2)(1).

O inicio do DM-1 é em geral agudo, acometendo mais freqlientemente
criancas e adolescentes, sendo seus fatores desencadeantes e mecanismos
envolvidos em sua evolugdo, ainda ndo esclarecidos totalmente(2, 3).

A primeira evidéncia quanto a origem auto-imune do DM-1 foi descrita
por BOTTAZZO et al. (1974)(4), que observaram a presenca de auto anticorpos
circulantes 6rgao especifico, chamados anticorpos anti-células da ilhota (ICA) em
pacientes com DM-1. Atualmente, sabe-se que os ICA nao exercem efeito
patogénico direto, sendo detectados precocemente antes da manifestacao clinica
do diabetes(5).

Na patologia desta doenca, observa-se infiltracdo mononuclear
progressiva nas ilhotas pancreaticas com destruicdo seletiva das células B
produtoras de insulina, resultando na deficiéncia deste horménio. Esta destrui¢cdo
€ considerada seletiva, pois outras células pancreéaticas do sistema endécrino,

como células o ou células 6 ndo sao afetadas (6).

Enfatizando a caracteristica auto-imune do DM-1, foi observada a
presenca de clones auto-reativos de linfocitos T na destruicdo seletiva das células
B das ilhotas pancreaticas, como possivel conseqiiéncia da perda da tolerancia
desta classe de linfécitos a determinados constituintes destas células(7). Estudos
nesta area, sugerem o envolvimento de outros mecanismos imunopatogénicos,
como a ocorréncia de desequilibrio entre sub-populacées de células T efetoras
com a liberacdo de fatores de agressdo que incluem citocinas e perforinas

Introdugéo
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liberadas por linfocitos T, que contribuirdo na destruicdo da célula B

pancreatica(8, 9).

Estudos experimentais em murinos propdem varios mecanismos para a
perda da tolerancia imunolégica no DM-1, como a existéncia de anormalidades
central timica e periférica poés-timica. Existindo falha no bloqueio, anergia e
supressao periférica da reatividade anti-células 3, ocorrem respostas coordenadas
por linfécitos T CD4+ direcionados a constituintes da célula B, que séo
processados e expostos por células apresentadoras de antigenos (APC),

favorecendo a manifestacdo do DM-1(10).

Alguns auto-antigenos constituintes da célula 3, como GAD 65, GAD 67
(“Glutamic acid decarboxylase”) e insulina, que estdo presentes em grande parte
de pacientes com DM-1, foram descritos com auxilio de auto-anticorpos
circulantes, sendo denominados como marcadores da destruigdo imune e

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

Além disso, sugere-se que a expressao de peptidios imunogénicos na
célula B, induzidos por infeccbes virais e toxinas, poderia aumentar a
suscetibilidade a reagcdes auto-imunes. E, a predisposicdo genética do individuo,
junto com fatores ambientais, parece favorecer a ocorréncia de mecanismos

auto-imunes(8).

O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) contribui na
predisposicao genética do DM-1, por meio da associacao entre genes I-A e I-E,
pela selecao positiva de clones auto-reativos no timo (presenca de alelos de
suscetibilidade), pela auséncia de selegcdo negativa no timo (falta de alelos
protetores para eliminar clones auto-reativos) e, auséncia de anergia periférica de
clones auto-reativos (gradiente de afinidade do MHC com o complexo
peptidio/TCR e auséncia de linfécitos T supressores restritos do MHC) (15, 16).

Evidéncias provenientes de estudos experimentais, sugerem que as
células B pancreaticas sao suscetiveis a varios fatores de agressao como, radicais

livres e citocinas (17-20). As citocinas que sao liberadas por linfécitos, atuam na

Introducéo
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destruicdo seletiva das células B pancreaticas, participando no processo
inflamatério local, alterando funcdes celulares e conseqliente destruicao insular.
Porém, os mecanismos mediados por citocinas para destruicdo das ilhotas
pancreaticas ndo estdo totalmente estabelecidos. E, entretanto trabalhos prévios
mostram os efeitos citotoxicos das citocinas na inducao de apoptose das células
B(21-23).

Diversos estudos visando subsidiar o entendimento dos mecanismos de
participacdo dos linfocitos T e citocinas na imunopatogénese do DM-1 utilizam
modelos experimentais geneticamente predispostos para esta patologia, como o
camundongo da linhagem NOD (diabético ndo obeso)(10, 16, 24, 25).

1.2- Camundongo Diabético Nao—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 a catarata), com a linhagem nao
consanguinea ICR(26).

A linhagem NOD isogénica foi estabelecida em 1980 no laboratério
Shionogi Aburahi como modelo animal para DM-1(26) com prevaléncia do
diabetes entre 70-90% em fémeas e 20% em machos. A partir de entdo, a

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

No Brasil, a colénia foi introduzida e implantada na Universidade
Estadual de Campinas (PAVIN & ZOLLNER, 1994)(28) a partir de colbnias
matrizes provenientes do Laboratorio INSERM U-25 Neker, Paris, Franga.

Atualmente, estes animais mantidos no centro de Bioterismo da
Unicamp (CEMIB) em condicées livres de patdgenos (SPF), apresentam
frequéncia cumulativa do DM-1 de 70-90% das fémeas e 5-10% dos machos,

entre 172 e a 252 semana de vida.

Introducéo
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A polidipsia, polidria, glicosuria elevada, hiperglicemia e deficiéncia de
insulina sdo observadas nestes animais, acompanhados de rapida perda de
peso(26).

De forma similar a doenca humana, o DM-1 apresentado por estes
animais € caracterizado por duas fases; na primeira fase, definida como
pré-diabética (insulite), ocorre infiltracdo progressiva de células mononucleares
nas ilhotas pancreaticas (CD4 e CD8, macréfagos) e de células dendriticas (DC).
E um evento fundamental na fase inicial da doenca, exercendo papel na
patogénese de doencas auto-imunes mediadas por células T, como a
apresentacdao de auto-antigenos, seguida de dano tecidual e morte por
apoptose(29).

A segunda fase € -caracterizada pela destruicdo das células f
pancreaticas, responsaveis pela producdo de insulina e consequente

manifestacao do diabetes(6).

Linfécitos T demonstram ter papel importante no desenvolvimento do
DM-1(30), no qual a ineficiéncia da eliminagéo de linfécitos auto-reativos contribui
para o aparecimento da auto-imunidade(31). No decorrer da doenca, células T
CD4+ e CD8+ exercem papel sinérgico, uma vez que o desenvolvimento do DM-1

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

Além disso, os linfécitos T CD4+ tém papel essencial no inicio da
insulite e na progressdao do DM-1, visto que o uso de anticorpos monoclonais
anti-CD4+, pode suprimir a insulite e conseqglientemente, o aparecimento do DM-1
no camundongo NOD(33). Este tipo celular é observado principalmente na fase
precoce da infiltragdo (periinsular), onde sdo necessarios para a expansao clonal e
ativacao de linfécitos T CD8+ através da producao de IL-2(32). A proporcao de
células T CD8+ aumenta com a evolucao da destruicao das células produtoras de
insulina, explicando o sinergismo entre os dois subtipos favorecendo o
aparecimento do DM-1(34).

Introdugéo
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1.3- Exercicio Fisico e Diabetes

Exercicio fisico, como corrida, causa mudancas fisiolégicas do
organismo, principalmente um aumento da demanda de oxigénio e nutrientes, com
resposta sincronizada entre os sistemas cardiovascular, respiratério e enddcrino.
Individuos jovens com diabetes tipo 1 possuem esse tipo de resposta similar aos
individuos de mesma faixa etaria e sem diabetes, porém, com resposta metabdlica
ao exercicio deficiénte, principalmente no que diz respeito ao aumento da glicose
intramuscular e na utilizacao de outras fontes de energia(35).

A maioria dos pacientes com diabetes tipo 1 antes da utilizacdo da
terapia insulinica ndo particavam atividade fisica vigorosa, devido aos disturbios
metabdlicos (cetoacidose, desidratacdo grave e perda massa muscular) que o
exercicio fisico pode causar. Porém, atualmente muitos pacientes com diabetes
tipo 1 praticam exercicio fisico na sua rotina diaria € sendo alguns até atletas

profissionais(36).

O exercicio fisico pode causar desde hipoglicemia, hiperglicemia até
cetoacidose diabética. Hipoglicemia pode ocorrer devido ao aumento da utilizacao
de glicose durante o exercicio, ainda mais, se houver a aplicacdo de insulina
prévia. Pacientes sem controle glicémico adequado e deficiéncia insulinica tem o
risco de desenvolver cetoacidose. Pode ocorrer hiperglicemia em pacientes com
adequado controle glicémico e insulinico, onde a atividade fisica através do
aumento de catecolaminas e ativagdo do sistema nervoso simpéatico estimulam a

producéo hepatica de glicose(36).

Exercicio fisico também aumenta o risco do aparecimento de doencas
cardiacas e angina em pacientes diabéticos. Assim, recomenda-se avaliacao do

sistema cardiovascular antes do inicio de atividades fisicas regulares(36).

Atualmente, pacientes com diabetes tipo 1 sdo encorajados a praticar
atividade fisica regular com adequacao individual, devido seus beneficios a saude,

como: melhora dos niveis de colesterol, triglicérides, pressdao sanguinea,

Introdugéo
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frequéncia cardiaca e trabalho cardiaco, além da melhora da qualidade de
vida(36).

MATTHEW et. al. (2003)(37), mostraram que as alteracbes na
concentracdo sérica de leptina depende do tempo e intensidade do exercicio
fisico. Onde, exercicio de curto periodo e baixa intensidade, ndo causam
alteracdes na concentracdo de leptina, ja exercicios de alta intensidade reduzem

os niveis de leptina sérica.

Trabalhos que pesquisam diabetes e exercicio sugerem que 0 exercicio
fisico modula a resposta imunoldgica, por meio da interacdo entre os sistemas

neuroenddcrino e imunoldgico(38).

1.4- Citocinas e Diabetes

A anadlise da expressao de citocinas na insulite em camundongos NOD
demonstra grande variedade tanto em nivel génico quanto na produgcdo da
proteina(39, 40).

Evidéncias favorecem o conceito de que as células  sdo destruidas em
decorréncia da falha na imunorregulacao, levando a resposta auto-imune direta

contra constituintes destas células(41, 42).

No camundongo NOD, o desequilibrio entre a resposta Th1 e Th2, com
predominio do fendtipo Th1(pré-inflamatério), desempenha papel relevante na
fisiopatologia das reag¢des auto-imunes nesta linhagem(43).

Ha correlagdes entre insulite destrutiva das células p e expressao de
citocinas proinflamatorias do tipo 1 (TNFB, IFNy, IL-2 e IL-12) em camundongos
NOD e pacientes com DM-1. Desta forma, varias citocinas participam da resposta
autoimune que leva a destruicdo das células B. A auséncia de uma destas

citocinas patogénicas ndo é suficiente para evitar o desenvolvimento do
diabetes(39, 42, 44).
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O o6xido nitrico e radical livres, produzido pelas células expostas as
citocinas e outras substancias como a leptina a qual pode estimular a resposta
imune adaptativa pré-inflamatéria Th1, sdo elementos adicionais envolvidos na
destruicdo das células B (39). Além disso, as evidéncias clinico-experimentais
mostram envolvimento direto das células linfocitarias (células efetoras) sobre as
células B pancreaticas (células alvo), resultando na liberacdo de mediadores
sollveis responsaveis pelo processo inflamatério local, contribuindo para a
destruicdo das ilhotas(45-48).

1.5- Leptina

A leptina € um hormdnio, 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 estdmago(50). A
expressao é proporcional a gordura corporal, sendo mais elevada em pessoas
obesas. O nivel de leptina, também é maior em fémeas, exibindo portanto,
dimorfismo sexual(51, 52). Contudo, mostra-se diminuindo durante jejum(53-54).
Possui papel fisiologico importante na saciedade, onde este horménio integra
diferentes fungbes endodcrinas com efeito metabdlico direto em tecidos

periféricos(55).

O defeito no gene da leptina (ob) resulta em aumento tanto na ingestao
alimentar quanto na diminuicdo do gasto energético, levando a obesidade,

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

A leptina tem ag&o na regulagdo neuroenddcrina e na homeostase de
energia, assim como em outros processos fisiol6gicos que demandam energia
como a reproducao, hematopoiese, angiogénese e respostas
imunoldgicas(50, 56, 57).

Este horménio e seus receptores tém estrutura semelhante a citocinas
do tipo 1. A leptina atua na sinalizacao celular através de receptores préprios
(obR), com seis isoformas de receptores ObRa — ObRf, os quais sdo proteinas
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transmembrana, com dominio extracelular idéntico para todos os tipos de
receptores e o dominio intacelular variando, segundo o receptor. As isoformas
ObRa, ObRc, ObRd e ObRf, formadas por 32 a 40 aminoacidos 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 aminoacidos e o receptor soluvel ObRe o qual, embora nao participe
diretamente na sinalizacdo da leptina, é relevante para a deteccdo dos niveis
circulantes, livres ou ligadas ao receptor, para determinar sua a¢ao(59).

O receptor da leptina é expresso em varios tipos celulares, como em
células do hipotdlamo, onde regula a homeostase de energia e funcdes
neuroenddcrinas, em células do sistema imune, como linfocitos T(56), células NK,
mondcitos/macrofagos e células B (61) e, ainda, em células endoteliais, células

pancreaticas e hematopoiéticas (50).

A expressao do gene da leptina é regulada por varios fatores, incluindo
outros horménios e, pode ter sua producdo aumentada pelos horménios sexuais
ovarianos e inibida pela testosterona, influenciando diretamente o eixo
hipotalamo—ptuitaria—adrenal (HPA)(50, 51).

A insulina estimula a secrecdo de leptina durante alimentacdo. Da
mesma forma, a queda da insulina durante o jejum antecipa a queda da leptina. A
integracdo reguladora entre leptina e insulina, sugere possivel participacdo da

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

Na deficiéncia nutricional, com reducéo da reserva energética, a leptina
tem papel crucial em mecanismos adaptativos visando a economia de energia.
Como a inflamacéao e a imunidade mediada por células requerem energia, a queda
do nivel de leptina promove economia no gasto energético, levando a redug¢ao na
expansao e ativacao das células imunes, para sustentar funcées vitais(50).

Desta forma, a leptina associa o estado nutricional as respostas
pré-inflamatérias Th1, onde o decréscimo do nivel deste horménio durante o jejum
compromete a resposta pro-inflamatoria do fenétipo Th1(60).
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A deficiéncia de leptina no organismo aumenta a sensibilidade a
estimulos infecciosos e inflamatérios, causando defeito na hematopoiese e

resultando na desregulacao da producgao de citocinas(57).

Em mamiferos, além da acdo em linfocitos T, a leptina modula outros
componentes do sistema imune incluindo hematopoiese, funcdo de macréfagos,

entre outras(57).

Por outro lado, a acédo da leptina na proliferacado de linfocitos T ainda é
motivo de discussdo. Enquanto Martin-Romero et. al. (2000) sugerem a
necessidade de pré-estimulagdo de linfécitos para agao proliferativa da leptina,
LORD et. al. (1998) aludem que sua acado seja preferencialmente em células

virgens e ndo de memdria.

Em macéfagos/mondcitos a leptina aumenta a funcao fagocitica por
meio da ativacdo da fosfolipase, assim como estimula a secrecdo de citocinas
pro-inflamatérias (TNFa, IL-6, IL-12, IL-1)(62).

Em neutréfilos, foi demonstrado que a leptina esta envolvida em todo o
processo de desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo, ativacdo e
citotoxicidade (56). Além disso, a leptina pode direcionar a resposta imunoldgica
para Th1, suprimindo a resposta Th2, atuando, como fator estimulante da
producdo de citocinas pré-inflamatérias e alterando desta forma, o balanco
Th1/Th2 (52, 54, 63).

Em camundongos e humanos deficientes de leptina ou de seu receptor,
observa-se prejuizo da funcdo imune mediada por células(58). O camundongo
com deficiéncia de leptina (ob/ob) ou de seu receptor (db/db), apresenta
celularidade reduzida no baco e timo, deficiéncia na resposta imunoldgica
pré-inflamatéria mediada por células e na produgao de anticorpos(51).

Em humanos, a deficiéncia congénita de leptina associa infeccoes a
mortalidade infantil precoce, assim como a supressao de linfocitos e da imunidade
Th1, condigbes estas que podem ser revertidas com a administragdo de
leptina(56).
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo geral

Avaliar o efeito do exercicio fisico voluntario na incidéncia do diabetes
tipo | no camundongo NOD.

2.2- Objetivos especificos

1. Verificar a expressao do diabetes tipo | na linhagem camundongo
NOD submetida ao exercicio fisico voluntario e seus respectivos

controles;

2. Quantificar o indice de infiltrado inflamatério das ilhotas pancreaticas
dos animais submetidos ao exercicio fisico voluntario e seus

respectivos controles;

3. Analisar a expressao da leptina através da detecgdao sérica por
técnica de ELISA nos animais submetidos ao exercicio fisico

voluntario e seus respectivos controles;

4. Analisar a concentracao sérica das citocinas IL-1p, IL-4, IL-12, IFN-3
e TNF-a nos animais submetidos ao exercicio fisico voluntario e seus

respectivos controles.
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3.1- Animais

Os camundongos utilizados neste estudo foram obtidos da colénia NOD
provenientes do INSERM U-25, Hospital Necker (Paris, Franga), implantada e
mantida pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) a partir de 1994, em

condicoes livres de patogenos especificos (SPF)(28).

A frequéncia cumulativa do DM-1 clinico espontaneo registrado na
colénia NOD/Uni com 25 semanas de idade, se mantém ao redor de 85% entre as
fémeas e de 5 a 20% entre machos, revelando-se similar a da col6nia de origem.
Os protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2- Estratificacao dos grupos experimentais

Camundongos NOD/Uni fémeas provenientes do CEMIB/UNICAMP
foram mantidos em condigbes livres de patégenos especificos, com controle de
luz, temperatura e umidade em biotério de experimentagdo no Laboratorio de
Imunologia e Alergia Experimental (LIAE), recebendo agua e ragdo padrdo

autoclavadas ad libitum.
Os grupos experimentais foram estabelecidos como a seguir:

Grupo Exercicio: Composto por 19 animais adaptados ao exercicio

fisico voluntario.

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

sem a roda de exercicio fisico.

3.3- Adaptacao a gaiola de exercicio fisico voluntario

Os animais iniciaram no protocolo na 4% semana de vida. Passaram por
um periodo de adaptacao a gaiola individual de exercicio fisico voluntario, onde no

1° dia permaneceram por vinte minutos. Nos dias subsequentes eram diariamente
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acrescidos 10 minutos até completar o periodo de 60 minutos na gaiola de
exercicio fisico voluntario. Apos este periodo de adaptagdo, os animais eram
colocados cinco vezes por semana na gaiola de exercicio fisico voluntario durante
o periodo de 60 minutos em ambiente SPF. Os animais do Grupo Exercicio
ficaram em gaiolas com a roda de exercicio fisico voluntario. Para o Grupo

Controle era retirada a roda de exercicio fisico voluntario.

3.4- Diagnéstico do diabetes e sacrificio dos animais

A ocorréncia do diabetes mellitus foi monitorada em todos os animais a
partir da 102 semana de vida. As glicemias eram realizadas semanalmente em
jejum através de glicosimetro Prestige LX® (Home Diagnostic, EUA) retirando-se
amostra de sangue da veia caudal do animal. Os animais eram considerados
diabéticos apos confirmagdo da hiperglicemia por duas semanas consecultivas
atraves de glicosimetro com valores de glicemia > 250 mg/dL (13,8 mM)

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

Os animais diagnosticados diabéticos eram anestesiados com tiopental
sodico 2,5% (Thiopentax®, Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA),
na dose de 15 a 30mg/kg de peso corporeo. O sangue periférico era coletado
através de puncdo cardiaca e transferido para tubo plastico de 1,5ml (livre de
RNAse) para centrifugacdo e posterior separacdo de soro. Apos este
procedimento, realizou-se a remog¢ao do pancreas, o qual era depositado em
capsulas contendo meio de inclusdo O.C.T. (Tissue Tek® Miles — EUA) e
rapidamente congelado em nitrogénio liquido, sendo conservado em bio-freezer a
—-80°C até processamento histolégico para estudo morfolégico e
imunohistoquimico, empregando-se cortes obtidos em criostato (Leica, CM 1850

Alemanha).
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3.5- Analise morfoldgica

A avaliagdo histologica dos pancreas tinha como objetivo analisar os

aspectos morfologicos das ilhotas pancreaticas e de seu eventual grau de insulite.

Os pancreas eram transferidos e posicionados no suporte do criostato
de maneira a se obter a maior area possivel de corte. Os cortes eram coletados
em série de 10 cortes consecutivos de S5um de espessura e depositados em
ldminas histoldgicas previamente silanizadas (y-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane
- Sigma St Louis, EUA). Apos a obtengao da primeira série de cortes, o pancreas
era desbastado 300um e, a seguir, outra série de 10 cortes era igualmente
processada. Repetia-se este procedimento mais quatro vezes, obtendo-se os

conjuntos de laminas representados no esquema 1.

As laminas n°: 1, 5, 9 e 13 - obtidas através de criocortes eram corados
pela técnica da hematoxilina e eosina, observadas em microscopio Optico
(Axioscope, Zeiss, Darmstad-Alemanha), permitindo detectar a presenca de
infiltrado inflamatério em toda extensdo do 6rgdao. Os cortes, nos quais se
evidenciava a presencga de infiltrado inflamatorio, eram submetidos a contagem de
ilhotas de Langerhans e classificados segundo o grau de infiltrado celular (insulite)
apresentado. As laminas subsequentes eram utilizadas para a caracterizagao
linfocitaria para CD4" (Iaminas 2, 6, 10 e 14), CD8" (laminas 3, 7, 11 e 15) e CD11"
(laminas 4, 8, 12 e 16).

A classificagdo utilizada nas ilhotas pancreaticas, 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 auséncia de infiltrado.

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

ilhota.

2 = insulite moderada, 25 - 80% da ilhota invadida pelo infiltrado.

Materiais e Métodos
27



3 = insulite invasiva, > 80% da ilhota invadida pelo infiltrado. Ocupacéo

extensiva da ilhota.
4 = insulite destrutiva, invaséao total da ilhota pelo infiltrado.

As ilhotas eram contadas e classificadas por grau, em trés planos de
cortes diferentes por 6rgdao. Os resultados eram representados pela média e
desvio padrao referente relagdo numero de ilhotas de cada grau/total de ilhotas
contadas por animal, para cada grupo experimental, e calculava-se o indice de

infiltrado celular, segundo a férmula:

= (OxNo) + (1 x Nq) + (2 x N2) + (3 x N3) +(4 x Ng)

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

indice = 1 - destruicéo total da ilhota.

0, 1, 2, 3 e 4 representam os diferentes graus de insulite (como descrito
anteriormente) e No, N1, N2, N3 e N4, 0 numero total de ilhotas com seus

respectivos graus de infiltragao.
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Esquema 1 - Representacédo do procedimento para a obtengdo dos conjuntos de
cortes analisados para estudo morfolégico, quantitativo e

imunohistoquimico das ilhotas pancreaticas.
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3.6- Analise da expressao sérica de citocina por método imunoenzimatico
(ELISA)

3.6.1. IL-4, IL-12, IFN-y e IL-1B

As placas eram adsorvidas com anticorpo de captura especifico para as
citocinas IL-4, IL-12, IFN-y e IL-1B (CytoSet™ — Biosource, EUA) na concentragéo
de 1,25ug/ml, diluido em solugdo tampao carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e
incubadas por 18 horas em temperatura de 4°C. A seguir, as placas eram lavadas
por 3 ciclos rapidos com solugéo salina e 0,1% de Tween 20 (Merck - Alemanha).
Para bloqueio dos sitios inespecificos utilizava-se solugcdo de soro albumina
bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tamp&o de ensaio), por 2 horas em temperatura
ambiente. Novamente as placas eram lavadas por 3 ciclos rapidos e 100 ul de
amostras de soros diluidos 1:2 em tampao de ensaio era adicionado, e eram
mantidas em camara umida por 90 minutos em temperatura ambiente, com
excecgao de IL-1B, incubada a 37°C. Apds o processo de lavagem, era adicionado
100 pl de anticorpo de deteccéo biotinilado diluido 0,125 ug/ml em tampao de
ensaio suplementado com 5% de soro bovino fetal para IL-12 e IFN-y, e a
concentragao utilizada era de 0,05 pug/ml para IL-1p e IL-4, sendo que as placas
permaneciam em camara umida por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida
as lavagens, era adicionada solugcdo de estreptavidina/peroxidase, na
concentragao de 0,3 pug/ml diluido em tamp&o de ensaio e entdo, mantidas por 45
minutos em temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior as
lavagens, a reacao de cor era produzida pela adigdo de tetrametilbenzidina (TMB
OptEIA™ BD - Biosciences), sendo bloqueada apés 30 minutos com H,SO,4 1N.
Os valores de absorbancia eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando
espectrofotdbmetro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os calculos eram
realizados através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Para cada experimento, era

utilizada curva de referéncia, para determinagao da concentragao de citocina.
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3.6.2- TNF-a

As placas eram adsorvidas com 100ul de anticorpo de captura
especifico para TNF-o. (CytoSet™ — Biosource, EUA) na concentracdo de
1,25ug/ml, diluido em solugdo tampdo carbonato-bicarbonato (p.H. 9.4) e
incubadas por 18 horas a 4°C. A seguir, a solugdo de adsorgdo era aspirada e,
para bloqueio dos sitios inespecificos adicionava-se 300 ul de solugdo de soro
albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4) (tampdo de ensaio), por 2 horas em
temperatura ambiente. A seguir, as placas eram aspiradas e 100 ul de amostras
de soros diluidos 1:2 em tampao de ensaio eram adicionados, e imediatamente,
adicionava-se 50 ul do anticorpo de detecgao biotinilado na concentragdo de
0,05 ug/ml em tampao de ensaio, sendo mantidas em camara umida por 2 horas
em temperatura ambiente. Apds 4 ciclos rapidos de lavagem com solugao salina e
0,1% de Tween 20 (Merck-Alemanha), eram adicionados 100 ul de anticorpo
solugédo de estreptavidina/peroxidase, na concentragdo de 0,15 ug/ml diluido em
tampdo de ensaio e entdo, as placas eram mantidas por 30 minutos em
temperatura ambiente protegida de luminosidade. Posterior as lavagens, a reacao
de cor era produzida pela adicdo de tetrametilbenzidina (TMB OptEIA™
BD - Biosciences), sendo bloqueada ap6s 20 minutos com H,SO4 1N. Os valores
de absorbancia eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando espectrofotdmetro
Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os calculos eram realizados através do
software SOFT MAX-PRO 3.0. Era utilizada curva de referéncia, para

determinacao da concentracéo da citocina em estudo.

3.6.3- Leptina

Para determinacdo dos niveis séricos de leptina, placas de polietileno
eram adsorvidas com 2ug/ml de anticorpo anti-leptina de camundongo (R&D
Systems, Inc) em 0,05M de tampéao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) e incubadas

por 18 horas a 4°C em camara umida. Apos 3 lavagens com solugédo 0,05% de
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Tween 20 (Merck) em PBS, os sitios inespecificos eram bloqueados com 3% de
soro bovino fetal em PBS por 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, as
placas eram novamente lavadas e 100yl de soros diluidos 1:5 em solucdo
contendo 1% de soro bovino fetal e PBS eram adicionados e mantidos em cédmara
umida por 18 horas a 4°C. Apds o processo de lavagem, era adicionado 100ul de
anticorpo anti-leptina de camundongo (produzido em coelho) (Rockland, EUA) na
diluicdo 1:2400 em PBS e soro bovino fetal 1%. Apés incubacao de 90 minutos as
placas eram lavadas e 100ul de anticorpo conjugado com peroxidase anti-coelho
(Rockland, EUA) na diluicdo 1:80000 eram adicionadas e entdo mantidas em
camara umida durante 1 hora em temperatura ambiente. Posterior as lavagens a
reacdo de cor era produzida pela adicdo de tetrametilbenzidina TMB
(BD — Biosciences, EUA), sendo bloqueada apds 30 minutos com Hy SO4 1N. Os
valores de absorbancia eram obtidos apds leitura em 450nm utilizando
espectrofotdbmetro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os calculos eram
realizados através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Era utilizada curva de
referéncia para determinagao da concentracao da leptina com concentracio inicial
de 30ng/ml seguida por diluicdes seriadas (1:2) até a concentragdo final de
0,05ng/ml.

3.7- Analise estatistica

Os resultados eram expressos como média e desvio padrdo. Os dados
eram submetidos a analise de variancia (ANOVA) entre os grupos exercicio e
grupos controle pelo teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico). Eram
considerados estatisticamente significativos p < 0,05. O efeito do exercicio sobre a
expressao do diabetes era analisado pelo calculo da razdo de probabilidade

(Odds ratio) assumindo-se p < 0,05.
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4- RESULTADOS
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4.1- Expressao do diabetes tipo | na linhagem NOD submetida ao exercicio

fisico aerobico voluntario

O exercicio fisico voluntario no camundongo NOD reduziu a
manifestacdo do diabetes tipo |, visto que apenas 42,4% (8/19) dos animais que
realizaram exercicio fisico voluntario apresentaram niveis glicémicos superiores a
250mg/dl. Por outro lado, nos animais que nao realizarm exercicio fisico (grupo
controle) verificou-se a ocorréncia de glicemias superiores a 250 mg/dl em 93,75%
dos animais (15/16). Foi calculada a razdo de chance da condicdo nos expostos e
nao expostos para analisar o efeito do exercicio fisico sobre a expressdao do
diabetes , levando em consideracgao o intervalo de confianca. O risco relativo dos
animais que realizaram exercicio fisico voluntario foi de 0,07, com intervalo de
confianca de 0,01 a 0,47. Esses valores indicam o favorecimento do efeito do

exercicio fisico voluntario em relagdo a doenga (Figura 1 pag.35).

Observou-se também, diminuicdo do pico de incidéncia da doenga, que
ocorrem entre a 16 a 19 semanas de vida do animal, causando incidéncia mais
homogénea e tardia no grupo exercicio, quando comparados com o grupo controle

(Figura 2 pag.36).
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Figura 1- Incidéncia cumulativa do diabetes no camundongo NOD submetido ao
exercicio fisico. Observa-se que nos animais submetidos ao exercicio
fisico voluntario 42,4% ficaram diabéticos (n=8/19), enquanto que
93,75% dos animais do grupo controle apresentaram a doenca
(n=15/16). O risco relativo ao exercicio fisico foi de 0,07, com intervalo
de confianga de 0,01 a 0,47, indicando o favorecimento do efeito do

exercicio fisico no controle da manifestacao do diabetes.
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Figura 2- Distribuicdo da incidéncia do diabetes em intervalos semanais,
mostrando uma distribuicdo mais homogénea e tardia desta incidéncia

no grupo exercicio, quando comparada com o grupo controle.
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4.2- Efeito do exercicio fisico sobre o processo inflamatério das ilhotas

pancreaticas e indice de infiltrado nas ilhotas pancreaticas

A verificacdo do processo inflamatério foi realizada por meio de cortes
histolégicos de pancreas de animais dos grupos exercicio e controle e foram
classificadas segundo grau de insulite por escores (descrito em materiais e

métodos).

O escore dos animais do grupo exercicio ndo diabéticos apresentaram
maior porcentagem de ilhotas grau 0 (26,1%), ou seja ilhotas integras, 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 indice de infiltrado de 0,31, quando comparado com grupo exercicio
diabético (0,56), grupo controle nao diabético (0,5) e diabético (0,5) (Figura 4
pag.39). Sendo estatisticamente significante (p < 0,01) entre os grupos exercicio
ndo diabético e exercicio diabético, e exercicio ndo diabético e controle n&o

diabético.

A imunofluorescéncia do infiltrado insular revelou a presenca de
linfécitos CD4*, CD8" e macro6fagos (CD11%), especialmente intensos em animais

diabéticos, independente se realizaram exercicio fisico (Prancha | pag.40).

Nos animais ndo diabéticos que realizaram exercicio fisico voluntéario,
observou-se diminuicdo da presenca de infiltrado na ilhota de Langerhans

constituido por linfocitos CD4* e CD8" e macroéfagos (Prancha | pag.40).
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Gréfico representativo da classificacdo das ilhotas de Langerhans
segundo o grau de insulite em camundogos NOD que praticaram
exercicio fisico ndo diabético (n=8 ), exercicio fisico diabético (n =11),
controle ndo diabético (n=1) e controle diabético (n=15). END = Grupo
exercicio ndo diabético; ED = Grupo exercicio diabético; CND = Grupo
controle nao diabético; CD = Grupo controle diabético. Grau 0 = ilhota
normal; Grau | = menos de 25% de infiltrado; Grau Il = entre 25 e 80%
de infiltrado; Grau lll = acima de 80% de infiltrado celular e
Grau IV = infiltracado total da ilhota.
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Figura 4- indice de infiltrado celular em ilhotas de camundongos NOD que
realizaram exercicio fisico voluntario e grupos controle, Os animais
que realizaram exercicio fisico ndo diabético apresentaram indices
significativamente reduzidos (p<0,01) quando comparados com o
grupo exercicio diabético e grupo controle nao diabético (END = 0,31;
ED =0,56; CND =0,5e CD =0,5) . Os resultados estao expressos por
média e desvio padrdao. END = Grupo exercicio nao diabético;
ED = Grupo exercicio diabético; CND = Grupo controle ndo diabético;
CD = Grupo controle diabético.
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Figura 5-

Fotomicrografias representativas da fenotipificacdo do infiltrado

inflamatério no pancreas dos animais controle nao-diabético, controle
diabéticos, exercicio nao-diabético e exercicio diabético, por técnica
de imunoistoquimica (imunofluorescéncia) para subpopulacées de

macréfagos .
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4.3- Efeito do exercicio fisico na expressao da leptina no camundongo NOD

A andlise da expressao de leptina atraves do metodo de ELISA no soro
de camundongos NOD grupo exercicio nao diabético, exercicio diabético, controle
nao diabético e controle diabético, ndo mostrou significancia estatistica. Porém,
observamos que nos animais do grupo exercicio ndo diabético a leptina apresenta
tendéncia ao aumento de seus niveis em relagdo 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- Expressao de leptina avaliada por meio da técnica ELISA no soro de
camundongos NOD que realizaram exercicio fisico nao diabéticos e
diabéticos, e grupo controle nao diabético e diabético. Os resultados
estdo expressos pela média e desvio padrdo. Para a andlise estatistica
foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p < 0,05. END = Grupo
exercicio nao diabético; ED = Grupo exercicio diabético; CND = Grupo
controle nao diabético; CD = Grupo controle diabético.
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4.4- Efeito do exercicio fisico na expressao das citocinas IL-18, IL-4, IL-12,
IFN-gama e TNF-alfa no camundongo NOD:

4.4.1- IL-4

A andlise da expressao da citocina IL-4 atraves do método de ELISA no
soro de camundongos NOD grupo exercicio nao diabético, exercicio diabético,
controle nao diabético e controle diabético, ndo mostrou significaAncia estatistica.
Porém, observamos que nos animais do grupo exercicio ndo diabético a citocina
IL-4 apresenta tendéncia a diminuicdo de seus niveis em relacdo 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- Expresséo da citocina IL-4 avaliada por meio da técnica ELISA no soro
de camundongos NOD que realizaram exercicio fisico ndo diabéticos e
diabéticos, e grupo controle ndo diabético e diabético. Os resultados
estdo expressos pela média e desvio padrdo. Para a analise estatistica
foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando p < 0,05.
END = Grupo exercicio nao diabético; ED = Grupo exercicio diabético;
CND = Grupo controle nao diabético; CD = Grupo controle diabético.
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4.4.2- IL-1B

A andlise dos niveis séricos de IL-1B atraves do metodo de ELISA no
soro de camundongos NOD grupo exercicio nao diabético, exercicio diabético,
controle ndo diabético e controle diabético, mostrou aumento significativo dos
grupos exercicio nado diabético e exercicio diabético. Tendo significancia
estatistica entre os grupos controle diabético e exercicio diabético (p < 0,05).
(END = 6,945,4; ED = 6,5+2,2; CND = 3,7+1,1 e CD = 4,7+0,8).

Resultados
45



14 -

12 - * T

10 -

pg/mi

CD CND END

Figura 8- Expresséo da citocina IL-1p avaliada por meio da técnica ELISA no soro
de camundongos NOD que realizaram exercicio fisico ndo diabéticos e
diabéticos, e grupo controle ndo diabético e diabético. Os resultados
estdo expressos pela média e desvio padrao. Para a andlise estatistica
foi utiizado o teste Mann-Whitney, considerando *p < 0,05.
END = Grupo exercicio nao diabético; ED = Grupo exercicio diabético;
CND = Grupo controle ndo diabético; CD = Grupo controle diabético.

Resultados
46



4.4.3-1L-12

A analise dos niveis séricos da citocina IL-12 atraves do método de
ELISA no soro de camundongos NOD grupo exercicio nao diabético, exercicio
diabético, controle nao diabético e controle diabético, mostrou aumento
significativo do grupo exercicio ndo diabético em relagdo aos demais. Tendo
significancia estatistica entre o0s grupos exercicio ndo diabético e exercicio
diabético (p < 0,01) e nos grupos exercicio nao diabético e controle ndo diabético
(p < 0,01). (END = 356,3t75,3; ED = 109456,4; CND = 140,3+63,6 e
CD =94,8+15,4).
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Figura 9- Expresséao da citocina IL-12 avaliada por meio da técnica ELISA no soro
de camundongos NOD que realizaram exercicio fisico ndo diabéticos e
diabéticos, e grupo controle ndo diabético e diabético. Os resultados
estao expressos pela média e desvio padrdo. Para a analise estatistica
foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando *p < 0,05.
END = Grupo exercicio nao diabético; ED = Grupo exercicio diabético;

CND = Grupo controle nao diabético; CD = Grupo controle diabético.
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4.4.4- |FN+y

A andlise dos niveis séricos de IFN-y atraves do metodo de ELISA no
soro de camundongos NOD grupo exercicio nao diabético, exercicio diabético,
controle ndo diabético e controle diabético, mostrou aumento significativo nos
grupos exercicio ndo diabético e controle ndao diabético. Tendo significancia
estatistica entre os grupos controle nao diabético e controle diabético (p < 0,05), e
nos grupos exercicio nao diabético e exercicio diabético (p < 0,01) (END = 26,5+3;
ED = 15,2+2,7; CND = 27,1£3,6 e CD = 14,612 ,4).
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Figura 10- Expresséo da citocina IFN-y avaliada por meio da técnica ELISA no
soro de camundongos NOD que realizaram exercicio fisico néo
diabéticos e diabéticos, e grupo controle ndo diabético e diabético. Os
resultados estdo expressos pela média e desvio padrdo. Para a
analise estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando
*p < 0,05. END = Grupo exercicio ndo diabético; ED = Grupo exercicio
diabético; CND = Grupo controle ndo diabético; CD = Grupo controle

diabético.
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4.4.5- TNF-a

A analise dos niveis séricos da citocina TNF-a através do método de
ELISA no soro de camundongos NOD grupo exercicio ndo diabético, exercicio
diabético, controle ndo diabético e controle diabético, mostrou aumento
significativo nos grupos exercicio ndo diabético e exercicio diabético. Tendo
significancia estatistica entre os grupos exercicio 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- Expressao da citocina TNF-a avaliada por meio da técnica ELISA no
soro de camundongos NOD que realizaram exercicio fisico nao
diabéticos e diabéticos, e grupo controle ndo diabético e diabético. Os
resultados estdo expressos pela média e desvio padrdao. Para a
analise estatistica foi utilizado o teste Mann-Whitney, considerando
*p < 0,05. END = Grupo exercicio nao diabético; ED = Grupo exercicio
diabético; CND = Grupo controle ndo diabético; CD = Grupo controle

diabético.
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5- DISCUSSAO
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O diabetes tipo 1 resulta da destruicdo das células B nas ilhotas
pancreaticas devido processo inflamatério crénico autoimune(64). Grande parte
dos conhecimentos da fisiopatologia desta doenca esta fundamentada em estudos
realizados com camundongos da linhagem NOD. Nestes animais, hiperglicemia e
inicio do diabetes sao atribuidos a infiltragdo de leucdcitos auto-reativos nas
ilhotas de Langerhans que induzem a destruicdo das células B(65). Devido a
grande similaridade ao DM-1 em humanos, o camundongo NOD é usado
amplamente como ferramenta para estudos pré-clinicos visando o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas(66).

O exercicio fisico vem sendo muito utilizado como fonte de estudo
objetivando o controle da manifestacdo do diabetes, ja que sua pratica regular
oferece protecdo contra varias causas de mortalidade, principalmente contra

doencgas cardiovasculares e diabetes tipo 2(67).

O mecanismo que associa o exercicio com mudangas imunolégicas
inclui fatores neuroenddécrinos como a adrenalina, noradrenalina, horménio do
crescimento e cortisol, onde esses hormbnios aumentam as suas concentracdes
durante o exercicio, estimulando células do sistema imunoldgico, como células

NK, células T e neutrofilos(68).

KELLER et al. (1993) (69), ap6s utilizarem camundongos NOD para
investigar o efeito exercicio fisico (corrida) sobre o diabetes tipo 1 e nos niveis de
glicose no sangue, concluem que o camundongo NOD & um excelente modelo

experimental para o estudo do exercicio no diabetes 1.

Baseados nestas consideragdes, estudamos o efeito do exercicio fisico
na incidéncia do diabetes tipo 1 do camundongo NOD disponibilizando a atividade
fisica diaria por 60 minutos/dia 5 vezes na semana, iniciando na 4% semana até a
28% 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 diminuigao na incidéncia do diabetes no grupo exercicio

comparado com grupo controle.
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Além disso, pode-se observar distribuicdo mais homogénea da
incidéncia do diabetes no grupo exercicio, em intervalos semanais, quando
comparada com o grupo controle. O pico de incidéncia do diabetes tipo 1 nos

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

Outro resultado relevante € quanto ao processo inflamatorio das ilhotas
do pancreas dos animais, onde o escore dos animais do grupo exercicio nao
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 n&do diabético e

diabético.

Citocinas podem estar envolvidas nos efeitos benéficos a saude

causados pelo exercicio, realizando protegéo contra a inflamagéao sistémica(67).

O primeiro estudo sugerindo que o exercicio fisico induz resposta das
citocinas em murinos foi realizado em 1983. Neste estudo injetava-se
intraperitonialmente, em ratos, plasma humano obtido apds a realizagdo de
exercicio fisico, levando ao aumento da temperatura retal. Sendo que, o plasma

obtido antes do exercicio fisico ndo produzia este efeito(68).

O exercicio fisico aumenta a quantidade sérica de IL-6, neste caso,
caracterizada com citocina antiinflamatéria, ja que estimula o aparecimento de
outras citocinas anti-inflamatérias na circulagdo, como IL-1ra e IL-10, e inibe a

produgao de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e IL-1p(67).

Os niveis plasmaticos de varias citocinas como TNF-q, IL-1p e IL-6, em
resposta ao exercicio estdo aumentados. Sendo esta acgdo equilibrada pela
liberagdo de citocinas inibitorias (IL-1ra e TNF-ar) e citocinas anti-inflamatorias
(IL-10). Sugerindo que citocinas inibitérias e anti-inflamatorias restringem a

resposta inflamatdria do exercicio(68).

PEAKE & cols. (2005) (70), estudaram o efeito de diferentes
intensidades de exercicio nas concentragdes de citocinas, tendo como resultado o

aumento significativo nas concentragdes de citocinas anti-inflamatérias I1L-12 e
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IL-1ra em todas as intensidades de exercicio fisico. Nosso estudo demonstrou
resultados semelhantes na analise da expressao da citocina IL-12, obtendo um

aumento significativo desta citocina no grupo de exercicio nao diabético.

Donovan et al. (2007) (74), estudando o efeito do exercicio fisico de alta
intensidade em cavalos na expressao de citocinas pré-inflamatérias antes e apos
o exercicio fisico, verificaram o aumento das citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6.
Pedersen e Hoffman (2000), relataram em seu estudo o aumento de TNF-a e
IL-13 em atletas humanos apods exercicio exaustivo (71, 72). Entretanto,
Suzuki et al. (2000)(72), ndo observaram nenhuma alteragdo nos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias em seu estudo. No presente estudo, os niveis séricos
de TNF-a, IL-1B e IFN-y, estavam elevados nos grupos exercicio diabético e
exercicio ndo 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 exercicio fisico, no caso
caminhada, em mulheres de diferentes faixas etarias, concluindo que o exercicio
fisico habitual ndo causa alteracbes no balanco entre as citocinas do tipo Th1 e
Th2. De acordo com o achado nesta pesquisa, em nosso estudo a citocina IL-4
nao apresentou diferengas estatisticas entre os diferentes grupos. Contudo os
grupos de animais que realizaram exercicio mostram tendéncia a niveis mais

baixos que os que nao realizaram exercicio.

Fitzgerald et. al. (1988) (75), relata que o exercicio fisico realizado em
seus diversos niveis causam diferentes efeitos na fungcdo do sistema imune.
Exercicio fisico de moderada intensidade aumentam a resisténcia contra infec¢des
em humanos, mas treinamento fisico de alta intensidade predispdem atletas a

infeccdes do trato respiratério.

MATTHEW et al (2003) (37), mostraram que o exercicio fisico pode
alterar os niveis de leptina na circulagdo em humanos (mulheres), mas este efeito
depende do tipo de exercicio que é realizado. Entdo, sugerem que exercicio fisico

de curta duracgao e baixa intensidade nio altera os niveis de leptina sérica. Porém,
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exercicios de alta intensidade, podendo ser de longa ou curta duragao alteram os
niveis de leptina circulante, levando a uma diminuicdo desses niveis. Concluem
que, essas alteragcdes causadas pelo exercicio devem ser devido a alteracdes no

balango energético do organismo.

Em nosso estudo, os niveis séricos de leptina em camundongos NOD
grupo controle e gupo exercicio, ndo mostrou diferenga significativa, mas sugere
que a leptina nos animais do grupo exercicio nao diabético tendéncia ao aumento

de seus niveis.

O interesse pelos resultados do efeito da atividade fisica no sistema
imune nao é apenas da fisiologia do exercicio e sim é valido para medicina clinica
e como suporte para atletas e ndo atletas na recomendagdo do exercicio
fisico(68).

As diferengas entre os resultados na expressdo das citocinas antes e
apés o exercicio podem ocorrer devido ao tipo, intensidade e tempo de
treinamento fisico. Além do momento da coleta da amostra para verificagdo da

expressao das citocinas e leptina.

Baseado em nosso estudo e na revisao bibliografica sobre o tema em
questdo, podemos observar que o exercicio fisico voluntario realizado
regularmente pode auxiliar no combate ao diabetes, como ja € discutido na
comunidade médica mundial, porém se faz necessario a realizacdo de outros
estudos para esclarecer de que forma o exercicio fisico causa este efeito e de que

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

exercicio fisico voluntario:

1. 1h/dia, 5 vezes/semana em camundongo NOD fémeas a partir da
4% semana de vida foi capaz de diminuir a expressio do diabetes

mellitus tipo 1 em relagcé&o ao grupo controle em camundongos NOD.
2. Diminuiu o indice de infiltrado inflamatério nas ilhotas pancreéticas.

3. Nao resulta em alteracdes significativas nos niveis séricos de leptina
EIL-4

4. Promove o0 aumento significativo nos niveis séricos das citocinas
IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-1B em relacdo ao grupo ndo submetido ao

exercicio fisico.

5. As citocinas IL-12 e IFN-y apresentaram seus maiores valores no
grupo exercicio nao diabético, e a citocina TNF-a no grupo exercicio

diabético.
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