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RESUMO

A intensidade, volume, modalidade de exercicio, assim como o nivel de aptidéo e fatores nutricionais
podem alterar a reposta imunolégica. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo cronica
de farelo de aveia (fonte de fibras sollveis) sobre as células do sistema imunoldgico em ratos treinados, frente
a um teste de exaustao. Foram utilizados ratos Wistar, + dois meses, peso + 200g, divididos em trés grupos (n
=9, cada um): 1) controle sedentario (C); 2) treinado oito semanas submetido ao teste de exaustdo (EX); e 3)
treinado oito semanas submetido ao teste de exaustdo com suplementacéo de 30% de farelo de aveia (EXA).
O treinamento consistiu de 60 minutos de natagéo diarios, cinco dias por semana durante oito semanas. As
analises realizadas foram: contagem total de leucdcitos, linfécitos dos linfonodos mesentéricos, macréfagos
peritoneais e capacidade fagocitdria de macréfagos peritoneais. Aplicou-se o teste estatistico ANOVA two
way, seguido do post hoc de Tukey com p < 0,05. O grupo EX apresentou leucocitose quando comparado
com o controle, o que ndo ocorreu no grupo EXA, porém, na comparacao entre os grupos exercitados EXA,
mostrou menor leucocitose em relacdo a EX. Nao houve alteracao significativa nos linfocitos teciduais em
nenhum dos grupos exercitados. Tanto o numero de macréfagos peritoneais como a capacidade fagocitaria
desta célula foram maiores nos grupos exercitados. Porém, no grupo suplementado a capacidade fagocitaria
foi maior em relacdo ao grupo exaustao sem farelo de aveia. A suplementacéo de fibras soltveis demonstrou
resultados benéficos com relacdo as alteracdes imunoldgicas induzidas pelo exercicio extenuante, além
de aumentar a capacidade fagocitdria de macréfagos peritoniais em ratos treinados durante oito semanas
submetidos ao teste de exaustao.

Palavras-chave: exercicio fisico, sistema imune, fibras sollveis, capacidade fagocitaria.

ABSTRACT

Exercise modality, volume, intensity, as well as physical fitness and nutritional factors may modulate
the immune response. The purpose of this investigation was to verify the effects of chronic oat bran su-
pplementation on immune cells in trained rats submitted to an extenuating test. Wistar rats (two months
old), +200g weight, divided into three groups (n = 9, per group) were used: 1) a sedentary control (C) 2)
trained for eight weeks submitted to an exhaustion test (EX), and 3) trained for eight weeks submitted
to an exhaustion test with 30% oat bran supplementation (EXA). Training consisted of 60 daily minutes
of swimming, five days a week, during eight weeks. The analyses conducted were: total leukocytes, lym-
phocytes from lymph nodes, peritoneal macrophages and peritoneal macrophages phagocytic capacity.
Statistical analyses were done by the two-way ANOVA test, followed by Tukey’s post hoc test (p < 0.05).
EX group presented leukocytosis when compared to control; however, EXA group did not. In exercised
group, comparison with EXA has shown lower leukocytosis in relation to EX. No significant alteration was
observed for tissue lymphocytes in any of the exercised groups. The number of peritoneal macrophages
as well as phagocytic capacity of this cell was higher in exercised groups. In oat bran supplemented group
the phagocytic capacity was higher as compared to exhaustion group without oat bran. Soluble fibers sup-
plementation has shown benefic results with regard to immune alterations induced by exhaustive exercise,
and increased peritoneal macrophages phagocytic capacity in rats trained for eight weeks submitted to an
exhaustion test.

Keywords: physical exercise, immune system, soluble fibers, phagocytic capacity.
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INTRODUCAO

Aintensidade, duracéo e a freqliéncia do exercicio exercem papel-
chave na determinagdo das respostas imunes a esforco, podendo au-
mentar ou reduzir a funcdo imune!’, sendo essas respostas altamente
dependentes da habilidade dos leucécitos em migrarem do sangue
para os tecidos periféricos em locais de inflamacéo. A migracéo, rola-
mento, ativacdo e forte adesdo dos leucdcitos compreendem o classico
paradigma do recrutamento inflamatorio celular®.

A leucocitose, aumento do nlimero de leucocitos circulantes,
ocorre em resposta a exercicios fisicos intensos e de curta duracao,
sendo um fendémeno bem documentado na literatura®, mediado
pela liberacdo de adrenalina provocada pelo exercicio”. Com relagao
ao exercicio crénico, Shepard et al®, observaram que a expressao
das moléculas de adesdo de vérios subtipos de leucocitos, incluindo
as seletinas, integrinas e membros das imunoglobulinas, foi alterada
pelo exercicio cronico, provavelmente devido a acdo do cortisol libe-
rado no exercicio.

Apds cinco minutos do término do exercicio, a contagem de lin-
focitos comeca a diminuir provavelmente pelos efeitos posteriores do
cortisol liberado durante o mesmo'®; em geral, de quatro a seis horas
depois de encerrado o exercicio fisico e, provavelmente, apos 24 horas
de repouso, a contagem dos linfocitos se normalizal®'":

Fatores nutricionais, como a suplementa¢do com carboidratos,
exerce efeitos modulatérios nas respostas do sistema imunoldgico
frente ao estresse imposto pelo exercicio fisico, onde a maior disponi-
bilidade de glicose sanguinea oriunda da suplementacdo exdgena de
carboidratos atenua a acéo glicoregulatéria do cortisol e catecolami-
nas‘'?. Especula-se que atletas que ingerem quantidades deficientes de
carboidratos possuem maiores riscos imunossupressores, incluindo a
diminuicdo de anticorpos, proliferacao linfocitaria e atividade citotdxicas
das células natural killers (NK)(13.,

O efeito ergogénico da ingestdo de carboidratos em exercicios de
longa duracéo ja foi comprovado'¥, porém, ainda nao esté claramente
elucidada a questao da ingestdo cronica de alimentos ricos em fibras
solUveis e suas influéncias nas respostas imunolégicas frente a exerci-
cios extenuantes de longa duracéo.

OBJETIVO

Assim, diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da suplementacédo cronica de farelo de aveia sobre a resposta
das células do sistema imunoldgico de ratos treinados, frente a um
teste de exaustdo.

METODOS

Grupos experimentais. Ratos machos da linhagem Wistar (Rat-
tus norvegicus var, albinus, Rodentia, Mamalia), com dois meses de
idade, foram obtidos do biotério Central da Universidade Metodista
de Piracicaba. Todo o experimento foi conduzido de acordo com a
polftica para pesquisas com animais experimentais do American Col-
lege of Sports Medicine. Os animais receberam &gua e alimentagdo ad
libitum e foram mantidos em ambiente com temperatura constante
de 23°C + 2°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com luz acesa a
partir das seis horas, e mantidos em gaiolas coletivas (trés animais
por gaiola). Antes de iniciar o periodo experimental, os animais per-
maneceram por 48 horas em adaptacao as condicdes do biotério de
pesquisa. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:
controle (C), exaustdo (EX) e exaustdo tratado com farelo de aveia
(EXA), (n =9 por grupo).

Confecgao da racéo. Os animais receberam durante oito sema-
nas racoes preparadas semanalmente, armazenadas e analisadas com
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relacédo ao conteldo de proteinas, lipideos totais e fibras. Todos os
cuidados foram tomados para que as dietas permanecessem homo-
géneas durante todo o periodo experimental. A racao foi preparada
a partir da racado comercial (Nuvilab, Purina’) que, apds moagem, teve
seu conteldo de fibras ajustado, sendo adicionados 30% de farelo de
aveia (Oat bran Quaker’), ou 300g/kg da racédo comercial padrao. As
caracterizacoes das ragoes foram realizadas por Cavaglieri et al'?. A
tabela 1 demonstra a composicao das racoes.

Tabela 1. Composicao nutricional em gramas (g) das racoes utilizadas

Nutriente Racéo controle % Racéo experimental %
Proteina (g) 18 248 174 235
Gordura (g) 4 124 49 14,8

Carboidrato (g) 45,5 62,7 45,6 61,6
Fibras totais (g) 21,9 - 189 -
Fibra Insoluvel (g) 18 82 14,4 76,1
Fibra soluvel (g) 39 17,8 45 238

Protocolo de exercicio. Os animais foram submetidos a um pe-
riodo de adaptacao de cinco dias ao meio liquido (cinco minutos no
primeiro dia, 15 minutos no segundo, 30 minutos no terceiro, 45 mi-
nutos no quarto e 60 minutos no quinto), sequindo as especificacdes
de Sampaio-Barros('®. Um tanque foi utilizado para a realizacdo das
sessdes de natacdo, sendo a temperatura da dgua monitorada em
torno de 32°C + 2°C. Ap6s a adaptagdo, o treinamento consistiu em
60 minutos de natacao diarios, cinco dias por semana durante oito
semanas, realizados no periodo da tarde, entre 14h e 17h. Ao final das
oito semanas de treinamento, os animais foram submetidos ao teste
de exaustdo, sendo esta caracterizada pela incapacidade do animal em
manter-se na superficie da dgua.

Leucdcitos totais. Apds o sacrificio dos animais por meio da de-
capitacao, o sangue foi colhido em tubo de vidro que continha EDTA
(100wl para 3,5ml de sangue); Uma aliquota de 10ul do sangue foi
retirada, colocada em um tubo de plastico e acrescentados 190uL do
corante Turkey (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Com pipeta o tubo foi ho-
mogeneizado e a camara de Neubauer foi preenchida, sendo realizada
a contagem total dos leucécitos no microscédpio. Os resultados foram
expressos x 10°, sequindo as descricdes de Dornfest et al.”.

Obtencao dos linfocitos dos linfonodos mesentéricos. Apods
a retirada dos linfonodos mesentéricos, foi utilizado um sistema de
dois cilindros para maceragdo, obtendo-se linfécitos integros e iso-
lados. Em seguida, acrescentaram-se 10ml de PBS e, com o auxilio
de um papel de filtro, o liquido foi filtrado no tubo de ensaio um,
sendo centrifugado por um minuto a 2.000rpm. O sobrenadante foi
descartado e ressuspenso o pellet no agitador em 10ml de PBS (dilui-
¢do 10X) tubo um. Da amostra do tubo um, 100ul foram colocados
em outro tubo e acrescentados 900ul de PBS, tubo dois (diluicao
10 x); 100ul da amostra do tubo dois foram retirados e colocados
em um tubo de pléstico. Neste tubo de plastico foram acrescidos
100ulL de Triplan Blue (Sigma, St. Louis, MO, EUA), sendo em seguida
preenchida a camara de Neubauer e feita a contagem do nimero
total de linfocitos dos linfonodos mesentéricos no microscépio. Os
resultados foram expressos x 10%, seguindo a metodologia descrita
por Serrano et al.'®,
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Macréfagos peritoneais. Os macréfagos residentes foram obtidos
da cavidade intraperitoneal, apds lavagem com 6mL de PBS com pH
de 7,2, conforme descrito por Pereira et al'®.

Capacidade fagocitaria. Macréfagos foram incubados com 10mL
de PBS contendo zymosan (35mg do extrato em 100mL de PBS, Cat. No.
Z-7250, Sigma, St. Louis, MO EUA) por 30 minutos a 37°C. O processo
foi interrompido, colocando-se as placas no gelo por 10 minutos. A
percentagem da fagocitose foi determinada por contagem em camara
de Neubauer, pelo nimero de células que fagocitaram trés ou mais
particulas de zymosan.

Analise estatistica. Todos os dados foram expressos como média
+ erro padrdo da média (EPM). A andlise estatistica foi realizada inicial-
mente pelo teste de normalidade de Kolmorogorov-Smirnov e pelo
teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Para as varidveis ana-
lisadas, foi utilizado a ANOVA two way; quando a diferenca apresentada
era significante, aplicou-se o teste de Tukey. Em todos os célculos foi
fixado um nivel critico de 5% (p < 0,05). O software utilizado em todos
0s testes estatisticos foi o Statistica” 6.1.

RESULTADOS

Tempo de exaustao. O tempo do grupo EX tratado com farelo
de aveia (EXA) foi de 515 + 30 minutos e o do grupo Exaustdo (EX), de
425 + 3 minutos (p < 0,05), sendo o tempo de exaustdo do grupo EX
tratado 17,4% maior do que o grupo EX. A figura 1 exibe os tempos
médios dos grupos experimentais.

Tempo de Exaustdo
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g 00
8 300
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EX EXA
Grupos Experimentais

Figura 1. Valor da média + epm (minutos) dos grupos exaustao (EX) e exaustéo
tratado com farelo de aveia (EXA). N =9, (ANOVA, p < 0,05). * Comparado com o
grupo submetido a exaustéo.

Leucometria. No grupo controle observou-se contagem total
de leucocitos média de 4,2 + 0,14 x 10° O grupo Exaustdo (EX), de-
monstrou média de 7,2 + 0,69 x 10°, demonstrando aumento estatis-
ticamente significante de 41% (p < 0,05) quando comparado com o
grupo controle. Ja no grupo Exaustao tratado com farelo de aveia (EXA),
foi encontrada média de 3,6 + 0,37 x 10° células; quando comparado
com o grupo controle, ndo apresentou diferenca. Jd na comparacao
entre grupos exercitados, EXA demonstrou leucocitose 50% menor em
relacdo a EX (p < 0,05), conforme figura 2.

Linfocitos teciduais. Nos linfocitos mesentéricos o grupo contro-
le alcancou média de 15,7 + 1,8 x 10° O grupo Exaustéo (EX), de-
monstrou média de 15,8 + 4,06 x 10 ndo demonstrando diferenca
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Figura 2. Valor da média + epm do niimero de leucécitos (n°. de células x 10°) dos
grupos controle, exaustdo (EX) e exaustdo tratado com farelo de aveia (EXA). N =9,
(ANOVA, p < 0,05.* Comparado com o grupo controle. *Comparado entre 0s grupos
submetidos a exaustao.

significante perante o grupo controle. J& no grupo Exaustao tratado
com farelo de aveia (EXA), foi encontrada média de 20,6 + 4,05 x 106
quando comparado com o grupo controle, também néo apresen-
tou diferenca estatistica. Na comparacao entre os grupos exercitado,
também ndo encontramos diferencas estatisticamente significativas,
conforme figura 3.
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Figura 3. Valor da média + epm do nimero de linfécitos mesentéricos (n°. de células
x 10°) dos grupos controle, exaustéo (EX) e exaustao tratado com farelo de aveia (EXA).
N =9, (ANOVA, p < 0,05). * Comparado com o grupo controle. ¥ Comparado entre os
grupos submetidos a exaustdo.

Macréfagos teciduais. Para os macréfagos peritoneais. 0 grupo
controle apresentou média de 7,4 + 0,45 x 10°. O grupo Exaustéo (EX)
demonstrou média de 10,8 + 0,6 x 10% sendo este nimero de células
31% maior quando comparado com o do grupo controle (p < 0,05). Ja
no grupo Exaustdo tratado com farelo de aveia (EXA), foi encontrada
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meédia de 9,8 + 0,16 x 10 sendo 24% maior em relacdo ao grupo
controle (p < 0,05). Nao houve diferencas entre os grupos exercitados,
conforme figura 4.
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Figura 4. Valor da média + epm do niimero de macréfagos peritoneais (n°. de células
x 10°) dos grupos controle, exaustdo (EX) e exaustéo tratado com farelo de aveia (EXA).
N =9, (ANOVA, p < 0,05). * Comparado com o grupo controle. * Comparado entre os
grupos submetidos a exaustéo.

Capacidade fagocitaria. Com relagdo a capacidade fagocitéria dos
macrofagos peritoneais, o grupo controle demonstrou média de 75,6
+ 0,7%. No grupo Exaustao (EX) observamos média de 87,6 + 0,3%
(13% maior perante o grupo controle), demonstrando diferenca esta-
tisticamente significante (p < 0,05). Ja no grupo Exaustao tratado com
farelo de aveia (EXA), foi encontrada média de 95,3 + 0,6%, que, quando
comparada com a do grupo controle, foi 20% maior (p < 0 p < 0,05).
Na comparacéo entre grupos exercitados, EXA capacidade fagocitéria
8% maior em relacdo a EX, sendo esta diferenca estatisticamente sig-
nificante (p < 0,05), conforme figura 5.
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Figura 5. Valor da média + epm da capacidade fagocitaria dos macréfagos peritoneais
(% de particulas de zymosan fagocitadas) dos grupos controle, exaustéo (EX) e exaustéo
tratado com farelo de aveia (EXA). N =9, (ANOVA, p < 0,05). * Comparado com o grupo
controle. * Comparado entre os grupos submetidos a exaustao.
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DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro trabalho a analisar os efeitos da
suplementacao de farelo de aveia sobre as células sistema imunolo-
gico frente ao exercicio de longa duragao realizado até a exaustao
(média de oito a 10 horas de natacdo) em ratos treinados durante
oito semanas. Pudemos demonstrar que a manipulacdo da quanti-
dade de fibras soltveis e insoltveis pode modular a leucocitose in-
duzida pelo exercicio de longa duracéo. Estudos relacionam efeitos
benéficos perante a leucocitose com relacdo a ingestdo de carboi-
dratos???3: entretanto, se atentarmos para a composicdo das racoes
utilizadas, veremos que a quantidade de carboidratos é igualmen-
te distribuida entre ambas. Nos resultados, observamos diminuicédo
de 50% na leucocitose no grupo que recebeu a ragdo com maior
quantidade de fibra soltvel, quando comparado com o grupo que
teve a racado normal (figura 2). Nao podemos relacionar os resultados
com possiveis alteracdes hormonais menos pronunciadas no grupo
suplementado com farelo de aveia, especialmente a corticosterona;
apesar do estabelecido efeito benéfico dos carboidratos na imunos-
supressao desse glicocorticéide® na literatura, nao existem trabalhos
que relatem esse mesmo efeito a partir da suplementacdo de fibras
soluveis.

Outro resultado encontrado foi maior nimero de células no te-
cido linféide mesentérico para o grupo suplementado com farelo de
aveia; apesar de ndo termos encontrado diferenca estatisticamente
significativa, o numero de linfécitos mesentéricos foi de 23% nes-
se grupo (figura 3). Em animais, exercicios extenuantes promovem
aumento na apoptose de linfécitos nos tecidos mesentéricos, mas
ainda nédo se sabe a causa exata dos mecanismos que induzem esse
processo?. O mesmo grupo de pesquisadores encontrou in vitro
que a exposicao de linfécitos a concentracdes de corticosterona nor-
malmente encontradas depois de exercicios moderados induziu a
apoptose dessas células?®. No caso do nosso trabalho, acreditamos
ser necessaria a realizacdo de futuras investigacdes que possam con-
firmar um possivel beneficio da suplementacéo de farelo de aveia
sobre o numero de linfécitos teciduais. O que poderia aumentar a
reserva de células prontas a defender o organismo contra antigenos,
especialmente apds exercicios de longa duragdo em humanos e ani-
mais treinados.

No presente estudo encontrou-se aumento na quantidade de
macrofagos peritoneais nos grupos que realizaram o treinamen-
to cronico de oito semanas de natagdo, submetidos a um teste de
exaustdo, quando comparado com o grupo controle (figura 4), fato
esse ja encontrado por Ortega®’. Assim como também foi encontra-
da maior capacidade fagocitaria nos grupos exercitados, corroboran-
do a literatura na questdo do efeito isolado do exercicio fisicol?39, |n-
teressantemente, a capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais
do grupo suplementado com farelo de aveia (EXA) foi 8% maior em
relacdo ao grupo exercitado sem suplementacdo (p < 0,05) (figura
5). Isso significa que, além do exercicio, a suplementacao de fibras
soltveis pode modular o ndmero e a funcao das células do sistema
imune inato, neste caso, dos macréfagos peritoniais. As fibras soltveis
com seu componente bifidogénico e probidtico tém intima relacao
com a producéo de acidos graxos de cadeia curta, exercendo efeitos
diversos sobre o sistema imunoldgico, em especial o polissacarideo
B-glucana, que possui propriedades imunoestimulantes contra virus,
bactérias e fungos, bem como a promocéo da atividade antitumo-
ral®13%, sinalizada por receptores especificos em macréfagos, neu-
trofilos e células natural killers (NK)B%39). Provavelmente, a explicacéo
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para o aumento da capacidade fagocitaria encontrado no presen-
te estudo pode ser atribuida a presenca do 3-glucana no farelo de
aveia, que serviu como fonte de fibras sollveis na suplementacdo da
racao experimental.

CONCLUSAO

Diante de nossos resultados, podemos concluir que a suplemen-
tacdo de fibras solUveis oriundas do farelo de aveia demonstrou re-
sultados benéficos com relacdo as classicas alteracdes nos leucocitos
circulantes que podem ser induzidas pelos exercicios extenuantes,
além de modular a capacidade fagocitaria de macréfagos peritoniais
em ratos treinados durante oito semanas que foram submetidos ao
um teste de exaustao.

Em termos praticos, esses resultados demonstram a importan-
cia ndo so da quantidade de carboidratos, mas também do melhor
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