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RESUMO

A colite ulcerativa é caracterizada pela inflamacao intestinal difusa e recorrente do colon e
reto, acredita-se que as producdes excessivas de espécies reativas de oxigénio e citocinas
pré-inflamatérias estejam relacionadas com a patologia. Ressalta-se o papel da
suplementacdo de glutamina que juntamente ao exercicio fisico promova a reducdo do
dano intestinal. O objetivo foi avaliar os efeitos dos exercicios fisicos e da suplementacéo
de glutamina sobre parametros gastrintestinais de ratos com colite ulcerativa. Os ratos
machos Wistar (n=5 a 12/grupo), 250-300g, foram suplementados com 1g de glutamina/kg
p.c por 8 semanas, via oral. Outros grupos foram submetidos aos treinamentos, anaerébio:
5 sessdes por semana de saltos individuais, 4 séries de 10 saltos, com sobrecarga
progressiva (50-85% do p.c); aerobio: sessdes de natacdo, 5 x/semana, 60 min/ sessao,
durante 8 semanas. ApGs o treinamento fisico e/ou a suplementagéo ocorreu a inducao da
colite ulcerativa por sonda intra-colénica posicionada a 8 cm do anus com 1 ml de acido
aceético a 4% em solucao salina (pH 2.3), posteriormente avaliou-se: lesdo macroscopica,;
ganho de peso corporal, 6rgdos e tecidos; esvaziamento géstrico; andlise histologica;
determinacdo dos niveis de nitrato/nitritos, malondialdeido, mieloperoxidase e atividade de
superoxido dismutase em tecidos colénicos; determinagdo das concentragdes de citocinas
IL-1B, IL-6, TNF-a em tecidos coldnicos. Observamos que a colite ulcerativa aumentou
significativamente a perda do ganho de p.c (A) (24,50 + 4,30 vs. 74,57 £ 4,20 g/dia); lesao
macroscépica coldnica (6,66 + 0,47 vs. 0,30 £ 0,15); peso do cdlon (0,32 £ 0,02 vs. 0,19 +
0,11 g), concentracé@o de nitrato/nitritos (0,10 + 0,004 vs. 0,07+ 0,003 uM), malondialdeido
(130,4 £ 14,75 vs. 36,62 + 5,37 nmol/g), mieloperoxidase (6,32 = 0,83 vs. 1,90 = 0,36
Ul/mg) e diminuicdo da atividade de superéxido dismutase (0,90 + 0,21 vs. 3,74 + 0,38
Ul/mgHb). Houve aumento significativo no grupo com colite ulcerativa de IL-1B: 16,99 +
2,90 vs. ND pg/mg, IL-6: 7,52 + 0,59 vs. 3,21 + 0,90 pg/mg e TNF-a: 24,57 + 4,71 vs. 0,57
0,16 pg/mg, também ocasiona extensas lesées microscépicas, caracterizadas por danos
hemorragicos, edema, perda de células epiteliais e processo inflamatério (p< 0,05). Em
relacdo ao esvaziamento gastrico, a colite aumentou (p< 0,05) a taxa de esvaziamento
(76,58 + 4,91 vs. 47,61 + 4,48 ug/ml). Ambos os exercicios fisicos foram capazes de
reverter (p< 0,05) os efeitos da patologia de acordo com: lesdo macroscopica (CU+ Ex
anaerobio: 4,77 + 0,46; CU+ Ex aerbbio: 4,28 + 0,56 vs. CU: 6,66 + 0,47), taxa de
esvaziamento gastrico (CU+ Ex anaerdébio: 70,58 + 10,27; CU+ Ex aerébio: 63,77 £ 3,5 vs.
CU: 76,58 + 4,91 ug/ml), niveis teciduais de malondialdeido (CU+ Ex anaerodbio: 70,79 +
4,01; CU+ Ex aerdbio: 70,84 + 10,62 vs. CU: 181,0 £ 39,39 nmol/g), mieloperoxidase (CU+
Ex anaerdbio: 3,17 = 0,65; CU+ Ex aerdbio: 3,25 + 0,84 vs. CU: 6,32 + 0,83 Ul/mg),
atividade de superoxido (CU+ Ex anaerébio: 6,09 + 0,31; CU+ Ex aerébio: 3,06 + 0,39 vs.
CU: 0,90 £ 0,21 Ul/mgHDb), IL-1B8 (CU+ Ex anaerdbio: 5,82 + 1,13; CU+ Ex aerdbio: 4,05 +
2,27 vs.CU: 16,99 £ 2,90 pg/mg), TNF-a (CU+ Ex anaeroébio: 5,67 + 0,79; CU+ Ex aerdébio:
6,02 + 0,45 vs. CU: 20,12 £+ 3,69 pg/mg) e danos microscopicos coldnicos. A
suplementacéo previniu (p< 0,05) em relagcédo: ganho de p.c (60 + 4,80 vs. 24,50 = 4,30
g/dia), lesdo macroscopica (4,0 + 0,65 vs. 6,66 + 0,47), niveis teciduais de nitrato/nitritos
(0,08 £ 0,001 vs. 0,10 £ 0,004 uM), malondialdeido (72,93 + 3,92 vs. 130,4 + 14,75 nmol/g),
mieloperoxidase (2,40 + 0,16 vs. 6,32 + 0,83 Ul/mg) e atividade de superéxido (3,96 + 0,40
vs. 0,90 £ 0,21 Ul/mgHb), IL-1B (4,10 £ 1,54 vs.16,99 £ 2,90 pg/mg), IL-6 (3,11 £ 0,24 vs.
6,54 + 1,08) e TNF-a (3,82 + 0,57 vs. 24,57 + 4,71 pg/mg). Quanto ao efeito do exercicio
fisico aliado a suplementacéo foi protetor em relacao: ganho de p.c (67,17 + 5,08 vs. 24,50
+ 4,30 g/dia), IL-1B (9,14 £ 1,50 vs. 16,99 = 2,90 pg/mg), TNF-a (3,82 + 0,57 vs. 24,57 +
4,71 pg/mg). Concluimos que ambos os exercicios fisicos melhoram a dismotilidade
gastrica e a inflamacao intestinal induzida pela colite ulcerativa em ratos.

Palavras-Chave: Exercicio Fisico; Glutamina; Colite Ulcerativa.



ABSTRACT

Ulcerative colitis is characterized by diffuse and recurrent intestinal inflammation of the colon
and rectum, it is believed that excessive production of oxygen reactive species and
proinflammatory cytokines are related to the pathology. The role of glutamine
supplementation that together with physical exercise promotes the reduction of intestinal
damage is highlighted. The objective was to evaluate the effects of physical exercise and
glutamine supplementation on gastrintestinal parameters of rats with ulcerative colitis. Male
Wistar rats (n = 5 to 12 / group), 250-300g, were supplemented with 1g of glutamine / kg p.c
for 8 weeks orally. Other groups were submitted to training, anaerobic: 5 sessions per week
of individual jumps, 4 series of 10 jumps, with progressive overload (50-85% of p.c); Aerobic:
swimming sessions, 5 x / week, 60 min / session, for 8 weeks. After physical training and / or
supplementation, ulcerative colitis was induced by intra-colonic catheter positioned at 8 cm
from the anus with 1 mL of 4% acetic acid in saline solution (pH 2.3), and the following were
evaluated: macroscopic lesion ; gain of body weight, organs and tissues; gastric emptying;
histological analysis; determination of nitrate / nitrite levels, malondialdehyde,
myeloperoxidase and superoxide dismutase activity; determination of cytokine
concentrations IL-1p3, IL-6, TNF-a. We observed that ulcerative colitis significantly increased
the loss of p.c. (A) gain (24.50 = 4.30 vs. 74.57 £ 4.20 g / day); colonic macroscopic lesion
(6.66 + 0.47 vs. 0.30 = 0.15); weight of the colon (0.32 + 0.02 vs. 0.19 + 0.11 @), nitrate /
nitrite concentration (0.10 + 0.004 vs. 0.07 £ 0.003 uM), malondialdehyde (130.4 + 14.75 vs.
36.62 + 5.37 nmol / g), myeloperoxidase (6.32 £ 0.83 vs. 1.90 + 0.36 IU / mg) and decreased
superoxide dismutase activity (0.90 + 0.21 vs. 3.74 + 0.38 IU / mgHb). There was a
significant increase in the group with IL-1B ulcerative colitis: 16.99 + 2.90 vs. ND pg / mg, IL-
6: 7.52 £ 0.59 vs. 3.21 £ 0.90 pg / mg and TNF-a: 24.57 £ 4.71 vs. 0.57 + 0.16 pg / mg, also
causes extensive microscopic lesions, characterized by hemorrhagic damage, edema, loss
of epithelial cells and inflammatory process (p <0.05). In relation to gastric emptying, colitis
increased (p <0.05) the emptying rate (76.58 + 4.91 vs. 47.61 + 4.48 ug / ml). Both physical
exercises were able to reverse (p <0.05) the effects of the pathology according to:
macroscopic lesion (4.77 £ 0.46, 4.28 + 0.56 vs. 6.66 + 0.47 ), gastric emptying rate (70.58 +
10.27, 63.77 + 3.5 vs. 76.58 = 4.91 ug / ml), tissue levels of malondialdehyde (70.79 + 4.01;
70 , 84 £ 10.62 vs. 181.0 + 39.39 nmol / g), myeloperoxidase (3.17 £ 0.65, 3.25 + 0.84 vs.
6.32 £ 0.83 IU / mg) , superoxide activity (6.09 + 0.31, 3.06 £ 0.39 vs. 0.90 = 0.21 IU /
mgHb), IL-1B (5.82 + 1.13, 4.05 + (5.67 + 0.79, 6.02 £ 0.45 vs. 20.12 + 3.69 pg / mg) and
TNF-a (5.67 £ 0.79, 6.02 £ 0.45, colonic microscopic damage. Supplementation prevented (p
<0.05): CP gain (60 + 4.80 vs. 24.50 + 4.30 g / day), macroscopic lesion (4.0 £ 0.65 vs. 6, 66
*+ 0.47), tissue nitrate / nitrite levels (0.08 + 0.001 vs. 0.10 = 0.004 uM), malondialdehyde
(72.93 £ 3.92 vs. 130.4 + 14.75 nmol / g ), myeloperoxidase (2.40 + 0.16 vs. 6.32 £ 0.83 1U /
mg) and superoxide activity (3.96 + 0.40 vs. 0.90 + 0.21 IU / mgHb), IL-6 (3.11 + 0.24 vs.
6.54 £ 1.08) and TNF-a (4.10 £ 1.54 vs. 16.99 + 2.90 pg / mg) (3.82 + 0.57 vs. 24.57 + 4.71
pg / mg). As for the effect of allied exercise, supplementation was protective in relation to:
gain of CP (67.17 £ 5.08 vs. 24.50 + 4.30 g / day), IL-1B (9.14 + 1.50 vs. 16.99 + 2.90 pg /
mg), TNF-a (3.82 £ 0.57 vs. 24.57 + 4.71 pg / mg). We conclude that both physical exercises
such as glutamine supplementation improve gastric dysmotility and intestinal inflammation
induced by ulcerative colitis in rats.

Key words: Physical Exercise; Glutamine; Ulcerative Colitis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Efeito da Glutamina na barreira intestinal...............cccccoeee oo 28

Figura 02. Representacdo do delineamento experimental realizado........................ 32

Figura 03. Esbogo do aparelho de formacgao de resisténcia de alta intensidade......33

Figura 04. llustragédo do treinamento aerdbio, natagdo sem carga.............ccccceuueeee 34

Figura 05. Representacao da inducao da Colite Ulcerativa com acido acético........ 36

Figura 06. Efeito das diferentes concentragdes de acido acético sobre os tecidos

coldénicos nos protocolos Cirdrgicos €m ratosS............uueiiiiiiiiiiieeeeeceee e e 43

Figura 07. Efeito do Exercicio Fisico anaerdobio e aerdbio na variagdo do peso

corporal (A) nos grupos salina e colite ulcerativa.............ccooeeiviiiiiiiiiiiiei s 44

Figura 08. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerdbio no peso dos 6rgaos:
coragao, tecido epididimal, bago, figado e rins por 100 gramas de p.c, em ratos

salina ou colite ulcerativa...............uoeiiiiiiii e 46
Figura 09. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerébio no perfil do escore de
lesdo macroscopico e peso do colon por 100 gramas de p.c do animal em ratos

SAlINA OU COlItE UICEIatiVA. ... o e e 48

Figura 10. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerdbio no esvaziamento gastrico

em ratos salina ou COlite UICEIrativa..........ooonieiieeee e 49

Figura 11. Efeito do Exercicio Fisico anaerébio e aerdbio na producdo de NOxs,
MDA, MPO e SOD em ratos salina ou colite ulcerativa...............ccccoeeeeeeiiiiiiiieeeeeennes 51

Figura 12. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerébio na produgao de IL-183, IL-



6, TNF-a em ratos salina ou com colite ulcerativa...........ooooveeeoee e 53

Figura 13. Efeito do Exercicio Fisico anaerébio e aerdbio nas fotomicrografias do

coldn dos ratos salina ou colite UlCerativa..........o.vonoeeee e 55

Figura 14. Efeito da suplementagédo de glutamina na variagdo do peso corporal (A)

nos grupos salina e colite ulcerativa............c.coooviiiiii i 56

Figura 15. Efeito da suplementagdo de glutamina no peso dos 6rgaos: coragao,
tecido epididimal, baco, figado e rins por 100 gramas de p.c, em ratos salina ou

CONITE UICBIATIVA. ... e e e e 57

Figura 16. Efeito da suplementacdo de glutamina no perfil do escore de lesao
macroscopico e peso do colén por 100 gramas de p.c do animal em ratos salina ou

(o0 11 (SR [o1=) =1 11V2- VTR TR 59

Figura 17. Efeito da suplementacdo de glutamina no esvaziamento gastrico em

ratos salina ouU COlItE UICEIatiVA. ......c.o e e e 60

Figura 18. Efeito da suplementacao de glutamina na produgao de NOxs, MDA, MPO

e SOD em ratos salina ou colite ulcerativa..........c.oooueee e 62

Figura 19. Efeito da suplementagao de glutamina na produgéo de IL-183, IL-6, TNF-a

em ratos salina ou com colite Ulcerativa.........ccoooeee e 63

Figura 20. Efeito da suplementagao de glutamina nas fotomicrografias do colén dos

ratos salina ou COIlItE UICEIratiVa.......c..oo.oeiei e 65

Figura 21. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina na

variagao do peso corporal (A) nos grupos salina e colite ulcerativa..............cc.......... 66

Figura 22. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina no peso
dos orgaos: coragéo, tecido epididimal, bago, figado e rins por 100 gramas de p.c,

em ratos salina ou COlItE UICEIatiVa. .......c.oov i e 68



Figura 23. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagédo de glutamina no perfil
do escore de lesdo macroscopico e peso do colon por 100 gramas de p.c do animal

em ratos salina ou COlItE UICEIatiVa. .........vee e 70

Figura 24. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina no

esvaziamento gastrico em ratos salina ou colite ulcerativa................cccvieiiiieiennnnnnn. 71

Figura 25. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina na

producao de NOxs, MDA, MPO e SOD em ratos salina ou colite ulcerativa............. 73

Figura 26. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementacdo de glutamina na

producgao de IL-1B, IL-6, TNF-a em ratos salina ou com colite ulcerativa.................. 75

Figura 27. Efeito Exercicio Fisico e da suplementacdo de glutamina nas

fotomicrografias do colén dos ratos salina ou colite ulcerativa................cccceeeeeeeen.n. 77



LISTA DE TABELAS

Tabela 01. Distribuicdo esquematica da progressdo semanal da carga, em

porcentagem, acoplada ao animal de acordo com o peso corporal................cccc....... 33

Tabela 02. Grau de lesdo no célon distal com colite ulcerativa.........c.cccoveeeieeeiiein... 37

Tabela 03. Avaliacdo do efeito dos diferentes tipos de exercicio fisico no dano

microscopico colbnicos induzido pela colite ulcerativa em ratos...........ccccceeeeeivvnennn. 54

Tabela 04. Avaliacdo do efeito da suplementacdo de glutamina no dano

microscopico colbnicos induzido pela colite ulcerativa em ratos............ccccceevvveeeennn. 64

Tabela 05. Efeito do exercicio fisico aerébio e suplementacao de glutamina no dano

microscopico colbnicos induzido pela colite ulcerativa em ratos..............cccccceeeeennn.. 76



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AMP monofosfato de adenosina

AMPK proteina quinase ativada por AMP
ATP trifosfato de adenosina

BSA albumina de soro bovino

CuU colite ulcerativa

Dlls doencas inflamatorias intestinais
EDTA acido etilenodiamino tetra-acético
EF exercicio fisico

ELISA ensaio de imunoabsorbancia ligado a enzima
EG esvaziamento gastrico

EROs espécies reativas de oxigénio

DSS dextrano Sulfato de Sodio

GLP-1 peptideo semelhante ao glucagon-1
GLU Glutamina

HCI acido cloridrico

HE hematoxilia e eosina

HTAB brometo de hexa-decil-trimetil-amoénio
H,0, peréxido de hidrogénio

H,SO,4 acido sulfurico

H3PO4 acido fosforico

i.p Intraperitoneal

IL-18 Interleucina 1 beta

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-10 Interleucina 10

KCI cloreto de potassio

KOH hidroxido de potassio

MDA malondialdeido

MPO mieloperoxidase

NaOH hidréxido de sodio



NacCl
NFkB
NO

NO3
NO,
NOxs
OH
OMS
PBS
p.c
PCR

PE

pH
PPAR y
PVC
TBARS
TNBS
TGI
TNF-a
TWEAK

UNIDADES
cm

g

h

M
mg/dL
mg/g
mg/kg
ml
ml/kg
mM
Mmol/g

mm

cloreto de sddio

fator nuclear kappa B

oxido nitrico

Nitrato

Nitritos

nitratos/Nitritos

hidroxila

Organizacao Mundial da Saude
Tampao fosfato-salino

peso corporal

proteina C reativa

Polietileno

potencial hidrogeniénico
peroxissomo-Receptor y ativado
polyvinyl chloride

substancias reativas ao acido tiobarbitarico
acido 2,4,6-Trinitrobenzenesulfénico
trato Gastrintestinal

fator de Necrose Tumoral alfa

indutor fraco de apoptose tipo Tumoral alfa

Centimetros

grama

hora

molar

miligrama por decilitro
miligrama por grama
miligrama por quilograma
Mililitro

mililitro por quilograma
milimolar

milimole por grama

milimetro quadrado



nm
ML

Hg
Hg/pogo
pg/ml

MM
pmol/g
pmol/L

N

Pg

rpm

Ul
Ul/mgHb
UMPO/mg

viv

nandmetro

microlitro

Micrograma

micrograma por pogo
micrograma por mililitro
micromoles

micromol por grama

micromol por litro

Normal

pictogramas por mililitro
rotagdes por minuto

unidade Internacional

unidade internacional por miligrama de hemoglobina
unidade de MPO por miligrama

volume/volume

17



SUMARIO

R N 2 (05 1007\ TP 19
2 REFERENCIAL TEORICO......ccouiiiiiee ettt et e e se e ste e 21
2.1 Colite Ulcerativa: Epidemiologia, fisiopatologia e alteragfes histologicas ............ccccceeennee. 21
2.2 Efeitos do Exercicio Fisico na Colite UICErativa...............eueeeiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 24
2.3 Efeitos da Suplementacdo de Glutamina na Colite Ulcerativa..............cccccceeeiiiiiiieeeeeeenenn. 26
3 OBUIETIVOS. ..ottt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e — e e e e e e e e rrraaeaaanaaeaan 30
3.1 ODJELVO GEIAL....co ittt e e e e e e e e e e e 30
3.2 ODbjJetiVOS ESPECITICOS. . .uuuiiiii it e e e e e e e 30
4 METODOLOGIA. ... ettt ettt e e e e et e e e e e e e bbb e e e e e s s ssbeeeeaeeesasstreaeeeaeaans 31
o N 1T = 1 SR 31
N N 1 01011 = VTP 31
4.3 Protocolo de SUPIEMENTACAD. .......cceiii i e e i e eeieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e ernrnaanaa 32
4.4 Protocolo de Treinamento ANGErODI0..........c..uuuiiiiiiiiiiiiiii e 32
4.5 Protocolo de Treinamento AErObIO............cociiiiiiiiiee e 34
4.6 Protocolo de Indug&o da Colite UICEratiVa............coocuuuiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 35
4.7 Protocolo de Pesagem dos Animais, Orgaos € TECIHOS ......c.ccveevevueeeieeeeeeeeeeeeeese e 36
4.8 Parametros HistopatoIOQICOS. ........cooiiiiiiiiiiice e e e e e e e e e e e e e aeaaan s 36
4.8.1 Analise da Lesdo macroscépica da Colite Ulcerativa...........ccccceveiveiieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenn 36
4.8.2 Preparacdo do material para HiStOQUIMICA. .........c.uvuieiiiiiiiiiiiee e 37
4.8.3 ANAlise HIiStOPALOIOGICA. ...........eeeeiiieitce e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeareaaes 38
4.9 Determinacédo dos Niveis de Citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-Q)........ccooovrririiiiiiiiiiieeeeeeeeee 38
4.10 Determinagao dos niveis de Nitrato/nitrito (NOX)........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 39
4.11 Determinagao dos niveis de Malondialdeido (MDA)..........uuiiiiiiiiiiiiiii e 39
4.12 Determinacéo da Atividade da Mieloperoxidase (MPO)..........uuciiiiiiiiiiieiiiiieieeeiieiiiiinn 40
4.13 Determinacao da Atividade de Superoxido Dismutase (SOD).......cceveveeeeeeeeieiieieiiiiiiiienns 40
I A ISV = V4 = U 4 = 1 (0 = 1 1o o J S 40
R N g o1 Y S - L1 £ o PSS 41
5 RESULTADOS. ...ttt e et e e e e e ettt e e e e et et ee e e e ass b e e e e eeeeeeaanssaaeeaeeeannseenes 42
5.1 Definigcdo Experimental para Indug&o da Colite Ulcerativa............cccccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeene 42
5.2 Efeito dos Diferentes Tipos de Exercicio Fisico em ratos com Colite Ulcerativa............... 44

5.3 Efeitos da Suplementacéo de Glutamina em ratos com Colite Ulcerativa......................... 56



5.4

Efeitos do Exercicio Fisico aliado a Suplementacdo de Glutamina em ratos com Colite

] (o1=Y = 1 1177 VR 65
DISCUS S A D . . ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e r e 78
010\ [0 I UL Y-X 0 JEUu SRR 86

REFERENCIAS. ... oo e e ettt e, 87



20

1 INTRODUCAO

Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico (EF) promove beneficios
fisiolégicos relacionados com a reducdo do risco de doencas cardiovasculares e
enddcrinas, e possui agdo sobre o sistema gastrintestinal, onde de intensidade leve
pode promover uma aceleracdo do esvaziamento géstrico ou uma diminuicdo do
mesmo em virtude de exercicios extenuantes. Além disso, o Exercicio Fisico atua
como tratamento ndo farmacoldgico para desordens gastrintestinais como cancer do
célon, colelitiase e doencas inflamatérias intestinais (KASIMAY et al., 2006;
SUKHOTNIK et al., 2007; LIU et al., 2015).

Dentre as doencas inflamatorias intestinais destaca-se a colite ulcerativa,
caracterizada por ser uma inflamacao intestinal difusa e recorrente do célon e reto,
provocando alteracbes na arquitetura tecidual da mucosa do célon, aumento na
percepcdo sensorial e na motilidade intestinal de modo a comprometer a
600funcionalidade do 6rgéao. Sua etiologia ndo esta totalmente elucidada, entretanto,
acredita-se que as producBes excessivas de espécies reativas ao oxigénio e
citocinas  pro-inflamatérias  estejam  significativamente  relacionadas ao
desenvolvimento da patologia (VICTORIA et al., 2009; ARAUJO et al., 2009;
CIESIELCZYK et al., 2017).

Dessa forma, ressalta-se o papel da suplementacdo de nutrientes que
promovam juntamente com o exercicio fisico a reducdo do dano intestinal na colite
ulcerativa. Os aminoacidos sdo os principais reguladores das vias metabdlicas, e
evidéncias indicam papéis adicionais para estes na manutencao da saude intestinal
(HASHASH; BINION, 2017; JEONG et al., 2018;).

A glutamina é um aminoacido ndo essencial que possui papel na reducao das
concentracdes de interleucina 8 (IL-8) e do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
na mucosa colonica inflamada, além disso, estudos recentes indicam que esse
aminoacido livre reduz a translocacdo bacteriana provocando diminuicdo de
possiveis infec¢cbes oportunistas e também promove a sintese de glutationa no
intestino abrandando os danos causados pelo estresse oxidativo (ROGGENBUCK et
al., 2008; BENJAMIN et al., 2012; CHEN et al., 2014).

Em estudo realizado por Jeong et al. (2018) observou que a suplementacao

de glutamina dissolvido em agua destilada a 4%, em camundongos por 5 dias
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diminuiu os niveis colénicos de TNF-a, além disso, provocou atenuacdo dos
parametros histopatolégicos, como a anormalidade histolégica e 0 processo
inflamatorio, indicando que a suplementacdo de glutamina melhora a colite
ulcerativa.

Enquanto que experimento realizado por Quin et al. (2017) observou que
ratos com colite ulcerativa tratados com exercicio de natacdo, em programa de 7
semanas (1 ou 1,5 horas por dia, 5 dias por semana) provocou melhora no
encurtamento do célon e a reducdo do ganho de peso corporal. Também houve
inibicdo na producdo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatorias e diminuiu a
expresséo proteica do fator nuclear fosforilado-BB65 e ciclooxigenase 2, enquanto
elevou os niveis de interleucina-10 (IL-10).

Contudo, embora existam estudos que tenham demonstrado a eficiéncia do
exercicio fisico e da suplementacdo de glutamina, ainda permanecem escassos
trabalhos que observem os efeitos dos mesmos sobre a arquitetura tecidual,
processo inflamatorio e da motilidade gastrica. Dessa forma, a investigacdo de uma
possivel relacdo entre os marcadores inflamatoérios, a motilidade gastrica, e o
Exercicio Fisico associado ou ndo a suplementacdo de glutamina foi conduzida
visando contribuir para um esclarecimento acerca do papel desses nos mecanismos

envolvidos nos disturbios gastrintestinais associados a colite ulcerativa.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Colite Ulcerativa: Epidemiologia, fisiopatologia e alteracdes histologicas

As doencas inflamatodrias intestinais (Dlls) sdo doengas crénicas que afetam o
trato digestorio, dentre essas doengas temos, a colite ulcerativa (CU) caracterizada
por uma inflamagao redicivante da mucosa colénica com extensao variavel do reto
em direcdo ao ceco, sendo limitada a camada mucosa e submucosa. Os segmentos
intestinais envolvidos mostram um padrao descontinuo frequentemente afetando o
ileo terminal e também o colon (FIOCCHI, 1997; POLI et al.,, 2001; KAWADA,
AIHIRO; MIZOGUCHI, 2007; NATALIE, et al., 2012; ADAMS; BORNEMANN, 2013).

Dessa maneira, os individuos podem ser classificados como tendo a doenca
limitada ao reto (proctite), proctossigmoidite (quando afeta até a porcdo média do
sigmdide), com envolvimento do célon descendente até o reto (colite esquerda) e
envolvimento de porcBes proximais a flexura esplénica (pancolite) (GHOSH,
SHAND, FERGURSON, 2000).

A patologia pode permanecer em remissdo por longos periodos, enquanto
que a probabilidade de auséncia de recidiva por 2 anos é de 20% dos individuos
com Colite Ulcerativa. As recidivas geralmente ocorrem na mesma regido do célon
das outras agudizacfes (QUILICI; MISZPUTEN, 2010).

A Colite Ulcerativa pode manifestar-se em qualquer idade, sendo homens e
mulheres igualmente afetados. O pico de incidéncia parece ocorrer dos 20 aos 40
anos e muitos estudos mostram um segundo pico de incidéncia nos idosos, dente as
manifestacdes clinicas mais comuns sao diarreia, sangramento retal, eliminagao de
muco nas fezes e dor abdominal. A América Latina é considerada uma regidao de
baixa prevaléncia dessa patologia quando comparada com paises como os Estados
Unidos, Reino Unido e Australia (BRASIL, 2010; TALLEY et al., 2011).

Entretanto na ultima década, os paises da América Latina apresentaram
crescimento de 3 a 4 vezes no numero de novos casos em relacdo a década
anterior, com incidéncia maior de 75% em relacdo a colite. Estudos epidemiolégico
realizado no México em um periodo de 20 anos, mostrou que a média de novos
casos aumentou anualmente de 28,8 para 76,1, evidenciando relagéo estreita entre
o aumento das DIl e o processo de industrializacdo e urbanizagcdo. Estudos
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realizados em Sao Paulo, Piaui, Chile e Buenos Aires mostram que a incidéncia de
DIl estd aumentando em toda a América Latina, da mesma forma que em paises
asiaticos (SANTOS et al., 2017; ABCD, 2017).

O Brasil é considerado um pais de baixa incidéncia e prevaléncia de DIls,
embora note-se um claro crescimento no volume de atendimentos e internamentos
de pacientes com estas doencas, como demonstrado nos estudos de Victoria,
Sassaki, Nunes (2009), com elevacao progressiva das taxas de incidéncia de DIl
entre os anos de 1986 e 2005, e de Silva et al. (2015), com aumento progressivo do
namero de diagndésticos de retocolite ulcerativa a partir da década de 1990.

Existem poucos estudos epidemioldgicos nacionais, possivelmente devido a
nao existéncia até o momento de sistemas integrados de notificacdo de diagndstico
das DIl, mas um numero cada vez maior de estudos regionais vem sendo
realizados, o0 que pode, ainda que de maneira nao linear, fornecer melhores dados
sobre a prevaléncia e incidéncia das DIl no Brasil (DAMIAO; VASCONCELOS, 2001;
KLEINUBING-JUNIOR et al., 2011).

Quanto aos sinais clinicos a Colite Ulcerativa geralmente apresenta
hematoquezia, diarreia e dor abdominal, sendo o inicio dos sintomas de forma subita
ou gradual, além disso, a presenga de anemia, trombocitose ou hipoalbuminemia
pode sugerir Dlls, entretanto a maioria dos pacientes com Colite Ulcerativa ndo tera
essas anormalidades. Quanto ao nivel de proteina C reativa (PCR) e a taxa de
sedimentacao de eritrocitos sdo testes insensiveis a detecgao de Colite Ulcerativa e
nao devem ser invocados para excluir a doencga inflamatdria intestinal. No momento
do diagndstico, menos da metade dos pacientes apresentam achados anormais
nesses testes (HOU; ABRAHAM; EL-SERAG, 2011; TURKAY; KASAPOGLU, 2010).

O diagnéstico é estabelecido pela avaliagdo da histéria clinica, exame das
fezes, exames endoscopicos e achados histopatologicos. Como o tratamento é
realizado de acordo com a extensédo da doenga, a retossigmoidoscopia flexivel & util
para definir as por¢cdes acometidas, devendo ser realizada de preferéncia sem
preparo do intestino e evitando-se a insuflagdo excessiva de ar se inflamagao
acentuada estiver presente. A colonoscopia nao é normalmente necessaria na fase
aguda e deve ser evitada, se possivel, pois pode desencadear um quadro de
megacolon toxico (VICTORIA et al., 2009; ROSA; SILVA JR; ROSA, 2014).

A Colite Ulcerativa apresenta perda funcional como a ma absorcéo,

comprometimento da reteng¢ao de proteinas e minerais das estruturas supracitadas,
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além disso, pode manifestar complicagcdes extra-intestinais que incluem a poliartrite
migratoria, sacroileite, uveite, dentre outras. Considera-se que essas manifestagdes
podem surgir antes mesmo dos sintomas intestinais, concomitante ou apds a
atividade da doenga (VON BOYEN; STEINKAMP, 2011; CHAPARRO; GISBERT,
2011).

Entre as alteragbes morfoldgicas, destaca-se a distor¢do da arquitetura da
mucosa, a infiltracdo leucocitaria da lamina propria e a deplecao de células
caliciformes. Estudos afirmam quanto as alteragdes histologicas, a formagao de
edema, a reducdo de células produtoras de muco, a hiperplasia das criptas
intestinais, as erosdes, as ulceragdes profundas, granulomas, proeminentes
agregados linféides e vasos linfaticos dilatados na tunica submucosa (ZANESCO;
SOUSA, 2011; CONRAD; ROGGENBUCK; LAASS, 2014).

Araujo et al., (2009) afirma que a Colite Ulcerativa provoca alteragées no
epitélio intestinal. Esse € composto por uma camada simples polarizada recoberto
por muco, nesse permanecem a microbiota intestinal, dessa forma, anormalidades
no epitélio provocam alteragdes na produgao de muco.

Por sua vez, as células dentriticas servem como interface entre a camada
epitelial e o tecido linfoide, além disso, essas células sdo a chave no controle da
imunidade contra patdégenos e tolerdncia a microbiota intestinal, além de
expressarem uma seérie de moléculas receptoras capazes de fazer a distingao entre
a microbiota e possiveis patdgenos, com isso, ativando ou silenciando respostas
mediadas por células T (IWASAKI; MEDZHITQOV, 2004).

Atualmente, acredita-se que a Colite Ulcerativa resulte da resposta
inapropriada de um sistema imune de mucosa defeituoso incapaz de distinguir a
microbiota de outros antigenos luminais, de modo que as células dentriticas pode
ser responsaveis por tal desarranjo (BAUMGART; CARDING, 2007).

Todas essas alteragbes levam a resposta do sistema imune intestinal,
desencadeando liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q,
interferon-gama, IL-1, IL-4 e IL-6 mediadas pelos linfécitos T e macréfagos. Além
disso, na Colite Ulcerativa é possivel observar que a ulceracao € limitada a mucosa
e a lamina propria (SZALAI et al., 2014).

Pelos modelos experimentais de inflamagéo intestinal tem sido possivel
constatar alteragées no numero de neurdénios dos ganglios entéricos, anormalidades

nas fungdes contrateis e secretoras do colon distal associados com diarreia. A
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literatura tem demonstrado que o sistema nervoso entérico é muito afetado na Colite
Ulcerativa, com necrose, apoptose e degeneragdo dos ganglios entéricos, bem
como, alteragbes nos neurotransmissores e neuropeptideos (BOYER et al., 2005;
SHARKEY; KROESE, 2001).

2.2. Efeitos do Exercicio Fisico na Colite Ulcerativa

De acordo com a literatura o Exercicio Fisico é caracterizado como um
movimento corporal planejado, organizado e repetido que possui como finalidade
promover ou manter a aptidao fisica, além disso, leva ao aumento do gasto
energético e da frequéncia cardiaca. O exercicio regular fornece beneficios
importantes para a saude, pois reduz o risco de doencgas cardiovasculares e
enddcrinas, estimula o desenvolvimento saudavel de ossos e musculos e diminui a
ansiedade e a depressdo. No entanto, o beneficio do exercicio sobre o trato
gastrintestinal ndo é totalmente esclarecido (GOMES et al., 2012; WANG et al.,
2014).

Tem-se demonstrado que a pratica regular de exercicio fisico tem como
funcao promover a melhora do organismo, auxiliando na prevencéao e tratamento de
doencgas cronicas nao transmissiveis e patologias cronico-degenerativas. A grande
maioria dos estudos com exercicio fisico analisa as respostas e adaptacbes dos
sistemas respiratorio, cardiovascular e neuromuscular, entretanto o exercicio
também possui influéncia sobre outros sistemas, tais como, o sistema imune e o
trato gastrintestinal (HUANG et al., 2006; LIRA et al., 2013; TEIXEIRA-LEMOS et al.,
2011).

Estudos evidenciam que a participagao do exercicio fisico regular e moderado
melhora a fungédo imunolégica e reduz a incidéncia de doencas inflamatérias. O
exercicio fisico possui capacidade de controlar ativagao de neutrdéfilos, macréfagos e
linfocitos, além disso, aumenta os niveis de IL-10 em resposta ao aumento sérico de
IL-1, TNF-a e IL-6 (FERREIRA, 2010; BELOTTO, 2011).

Entretanto, a pratica de exercicio intenso e crbnico pode proporcionar
sintomas gastrintestinais transitorios, como nauseas, diarreia e hemorragias
gastrintestinais relacionadas a isquemia intestinal e fatores mecanicos ou
neuroenddcrinos associados a alta intensidade de exercicio e longa duragdo (BORN;
ZINNER; SPERLICH, 2017; BRIZA et al., 2010; HYDREN; COHEN, 2015).
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O impacto do exercicio sobre o trato gastrintestinal (TGI), apesar de ainda
pouco estudado, é uma area de grande importancia, pois 0 exercicio apresenta
impacto relevante nesse sistema, podendo ocasionar efeitos desagradaveis, ou
potenciais beneficios, tais como a diminui¢do da prevaléncia de cancer de célon.
Além disso, a eficacia sobre o TGI ira depender de fatores, como intensidade,
tempo, volume e natureza do exercicio (PETERS et al., 2001; LIRA et al., 2008).

O exercicio fisico de baixa intensidade possui efeito protetor sobre o TGl, ja
que estudos apontam que a pratica habitual de exercicio fisico moderada protege o
ileo de camundongos contra a agao do envelhecimento, esse por sua vez, esta
associado a desorganizagao parcial das mitocondrias. Além disso, o exercicio fisico
de baixa intensidade possui repercussao protetora ao cancer de colon,
apresentando reducdo de cerca de 50%, em ambos os sexos. Tal agdo é
independente de fatores como a dieta e a composig¢ao corporal, esse fato pode ser
explicado pela reducdo do tempo de transito intestinal o que reduz o periodo de
contato entre a mucosa do célon e os possiveis compostos carcinogénicos
presentes no conteudo intestinal (OETTLE, 1991; BARRETT et al., 2008).

Outros estudos indicam que os provaveis mecanismos para alteragdes do
exercicio fisico sobre o TGl incluem a alteragdo da motilidade do colon, a diminuigao
do fluxo sanguineo intestinal, o estresse mecanico produzido por atividade de
corrida sobre o intestino, a compressao do coélon pela musculatura abdominal
(MATSUMOTO et al., 2008). E importante ressaltar que grande parte dos fatores
responsaveis pelos beneficios do exercicio sobre o TGl sdo também os
responsaveis pelos efeitos negativos, portanto, existe uma relagdo dose-resposta e
um limiar de intensidade que separa os dois efeitos sobre o TGl (BORGES;
MOREIRA, 2009).

O exercicio fisico tem sido considerado protetor contra as Dlls, como a
doenca de Crohn e a Colite Ulcerativa. Entretanto, os mecanismos envolvidos ainda
sdo desconhecidos, mas acredita-se que envolvem agdes anti-inflamatorias do
exercicio no intestino e sua capacidade de modular a microbiota intestinal
(PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; SOUZA et al., 2011; CHEN et al., 2014).

Na literatura € consenso de que os pacientes com Dlls em fase de remissao
devem realizar exercicios fisicos, sendo esta situacdo reforcada pelas diferentes
respostas que cada paciente apresenta ao exercicio fisico, este € também um dos

tratamentos complementares adotados por pacientes com doencas inflamatorias
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intestinais, para melhorar sua qualidade de vida (BARBOSA et al., 2010).

Tem-se observado que em diferentes populagdes o maior risco de adultos
saudaveis desenvolverem as Dlls esta relacionado aos empregos que apresentam
baixa demanda fisica e ainda que sejam realizadas em ambientes artificiais,
enquanto que os empregos que desenvolvem suas atividades ao ar livre e tem uma
maior demanda fisica possuem menor risco de desenvolvimento dessas patologias
(CUCINO, SONNENBERG, 2001).

A qualidade de vida de pacientes com Colite Ulcerativa levemente ativa
apresentou melhora significativa depois de participarem de um programa de Terapia
corporal, entretanto ndo encontraram alteragdes significantes nos parametros
fisiolégicos. Enquanto que um programa de caminhada de baixa a moderada
intensidade, com duracao de trés meses, foi eficaz para melhorar na qualidade de
vida e diminuicdo dos sintomas relacionados com a Doenca de Crohn e Colite
Ulcerativa (ELSENBRUCH et al., 2005; NG et al., 2007).

2.3. Efeitos da Suplementagao de Glutamina na Colite Ulcerativa

A glutamina (CsH1oN2O3) € um L-a-aminoacido, que pode ser sintetizada por
todos os tecidos do organismo, esse é composto por: carbono (41,09%), oxigénio
(32,84%), nitrogénio (19,17%) e hidrogénio (6,90%). E pode ser classificado de
acordo com seu grupamento R como nao carregada, sendo essa uma molécula
polar, o que significa uma caracteristica mais hidrofilica, sendo facilmente hidrolisada
por acidos ou bases. Estudos cinéticos estimam que cerca de 80 g de glutamina
circula na corrente sanguinea por dia, mas somente 5-8 g s&o provenientes da
alimentagao (CRUZAT, PETRY, TIRAPEGUI, 2009; AGOSTINI; BIOLO, 2010).

A glutamina é o aminoacido mais abundante no sangue humano, no musculo
esquelético e no pool de aminoacidos livres. Desempenha papéis fisiologicamente
importantes em varios processos metabdlicos: como intermediario no metabolismo
energético e como substrato para a sintese de peptideos e n&do peptideos, como
bases nucleotidicas, glutationa e neurotransmissores. Essa tem sido apontada como
alternativa eficaz, pois possui agdo imunoldégica e atua na barreira da mucosa
intestinal, age sobre macrofagos, interferindo na fagocitose, e sobre os radicais
livres (ACHAMRAH; DECHELOTTE; COFFIER, 2017; KIM; KIM, 2017).
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Entre os varios tecidos que utilizam a glutamina em altas taxas, o intestino
utiliza cerca de 30% do total de glutamina evidenciando que é nutriente essencial
para o intestino. Um quarto da glutamina plasmatica € absorvida pelo intestino
delgado quando passa pelo 6rgao, dentre suas fungdes incluem a manutencédo do
metabolismo dos nucleotideos e da funcdo da barreira intestinal, a modulagdo da
inflamacé&o e a regulagdo das respostas ao estresse e da apoptose (KIM, 2011;
ZHANG et al., 2015).

A proliferacédo e desenvolvimento de células, em especial do sistema imune, o
balanco acido-basico, o transporte da aménia entre os tecidos, a doacido de
esqueletos de carbono para a gliconeogénese, entre outros, sdo algumas das
fungcdes em que esse importante nutriente esta envolvido (ROGERO et. al., 2014;
CRESPO et al., 2012).

Quantitativamente, o principal tecido de sintese, estoque e liberacdo de
glutamina é o tecido muscular esquelética. A taxa de sintese desse aminoacido no
musculo esquelético humano é de aproximadamente 50mmol/h, sendo maior do que
qualquer outro aminoacido (NEWSHOLME et al., 2003a; VAN DE POLL et al., 2004;
SANTOS; CAPERUTO; COSTA ROSA, 2017).

A sintese da glutamina no musculo esquelético, durante o estado pods-
absortivo, ocorre por meio da captagdo de glutamato, a partir da circulagado
sanguinea, esse é responsavel por 40% da sintese de glutamina. O catabolismo
proteico leva a producdo de glutamina de forma direta e também a sintese de
aminoacidos de cadeia ramificada (ACR), glutamato, aspartato e asparagina. Os
esqueletos de carbono desses aminoacidos sao reutilizados para a sintese de
glutamina (HALL, WAGENMAKERS, 1998; ROGERO et al., 2006; RENNIE et al.,
2001).
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Figura 01. Efeito da Glutamina na barreira intestinal. Adaptados de Achamrah; Dechelotte;
Coeffier, 2017.

Na figura 01 observa-se a glutamina possui papel regulatério, onde atua na
resposta inflamatéria, no estresse oxidativo ou na resposta imune inata que poderia
contribuir para a regulacédo da permeabilidade intestinal. Enquanto que a mesma
também pode afetar as alteragbes da microbiota intestinal (ACHAMRAH;
DECHELOTTE; COEFFIER, 2017; ROGGENBUCK et al., 2014).

Em estudos realizados em ratos foi possivel observar que a glutamina protege
a mucosa intestinal em diferentes modelos de leséo intestinal. Na Colite Ulcerativa
induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico (TNBS), administracdo da
glutamina levou a uma diminuigdo da resposta inflamatéria no colén, em especial,

TNF-a e IL-1B, o que indica que a glutamina é eficiente para limitar a inflamagao



30

intestinal (BERTRAND et al.,, 2016; BEUTHEU et al., 2014; LABOW; SOUBA;
ABCOUWER, 2001).

Dados experimentais evidenciam que a glutamina influencia na producéao de
citocinas por meio de linfécitos, além disso, estudos com a suplementagao in vitro
desse aminoacido evidenciou que a privacdo do mesmo exacerba citocinas pro-
inflamatorias, enquanto a suplementagao de glutamina limita a resposta inflamataria.
Isso pode ser explicado pelo fato de que a glutamina inibe a via de sinalizacdo do
fator nuclear kB (NF-kB). Enquanto que esse nutriente pode atuar através do
proliferador de peroxissomo-Receptor y ativado (PPAR y). Essas a¢des da glutamina
levam a uma diminuicdo da geragao de citocinas pré-inflamatérias resultando em
uma inibicdo de inflamacéao intestinal (WANG et al., 2014; BEUTHEU et al., 2014;
COEFIER et al., 2010).

Contudo, embora a literatura atual evidencie a Eficiéncia do exercicio fisico e
da suplementacdo de glutamina, ainda permanecem escassos trabalhos que
evidencie os mecanismos de acao envolvidos, além dos efeitos dos mesmos sobre a
arquitetura tecidual, processo inflamatério e da motilidade géastrica. E valido ressaltar
que estudos com o uso concomitante do exercicio fisico e suplementacdo de
glutamina n&o foram realizados afim de observar seus efeitos na Colite Ulcerativa.
Dessa forma, a investigacdo de uma possivel relacdo entre os marcadores
inflamatorios, a motilidade gastrica, e o exercicio fisico associado ou ndo a
suplementacdo de glutamina sao necessarios, afim de esclarecer o papel desses
nos mecanismos envolvidos nos distlrbios gastrintestinais associados a colite

ulcerativa.
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3. OBJETIVOS

Objetivos:
* Geral

Avaliar os efeitos dos exercicios fisicos e da suplementacdo de glutamina

sobre parametros gastrintestinais de ratos com colite ulcerativa.

» Especificos

o Avaliar o peso corporal e peso do colon em ratos com colite ulcerativa
suplementados e/ou submetidos a exercicio fisico;

o Investigar a influéncia do exercicio fisico e/ou suplementacdo sobre o grau de
les&o colonica de ratos com colite ulcerativa;

o Quantificar o esvaziamento gastrico em ratos suplementados e/ou associados ao
exercicio fisico com colite ulcerativa,

o Quantificar os marcadores de estresse oxidativo como Niveis de Nitrato/Nitritos
(NOx), Malondialdeido (MDA), Mieloperoxidase (MPO) e atividade de
Superoxido Dismutase (SOD) em ratos suplementados e/ou submetidos
exercicio fisico com colite ulcerativa;

o Quantificar as concentra¢des teciduais de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-
18, IL-6) de ratos com colite ulcerativa, suplementados ou submetidos a
exercicio fisico;

o Analisar as alteracdes histopatologicas no tecido do cdolon de ratos com colite

ulcerativa suplementados ou submetidos a exercicio fisico.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

No referido estudo foram utilizados ratos machos Wistar (n= 5 a 12/grupo),
com peso entre 250-300g, alojados em gaiolas coletivas (quatro ratos por caixa)
com livre acesso a agua e ragao, mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 horas e
umidade controlada. Os ratos foram advindos do Biotério Central da Universidade
Federal do Piaui junto ao Departamento de Medicina Veterinaria do Centro de
Ciéncias Agrarias. Os ratos foram alocados no Biotério do Departamento de
Biofisica e Fisiologia da Universidade Federal do Piaui. Todos os experimentos
realizaram-se no Laboratério de Exercicio e Trato Gastrintestinal da Universidade
Federal do Piaui. Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com
as normas éticas do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA). O
projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal do Piaui — UFPI com registro n°® 403/17.

4.2. Amostra

Os protocolos de treinamento, parametros gastrintestinais, e dosagem de
parametros bioquimicos foram realizados em todos os 10 grupos de protocolos

experimentais.

Protocolo Cirurgico:
v' Salina
v Colite Ulcerativa — 4% de Acido Acético

Colite Ulcerativa — 6% de Acido Acético

<\

Protocolo Experimental:

Salina (SAL)

Colite Ulcerativa (CU)

Salina + Exercicio Fisico Anaerobio (SAL+ Ex anaerobio)
Salina + Exercicio de Aerdbio (SAL+ Ex aerdbio)

Colite Ulcerativa + Exercicio Anaerobio (CU+ Ex anaerdébio)

N N N N RN

Colite Ulcerativa + Exercicio de Aerobio (CU+ Ex aerobio)
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Salina+ Glutamina (SAL+ GLU)
Colite Ulcerativa+ Glutamina (CU+ GLU)
Salina+ Exercicio Aerdbio + Glutamina (SAL+ Ex aerdbio+ GLU)

Colite Ulcerativa+ Exercicio Aerdbio + Glutamina (CU+ Ex aerébio+ GLU)

v' Avaliacdo da Lesdo Coldnica;
v" Parametros gastrintestinais;
v" Anélise Histoldgica.

8 semanas: 03 dias
Suplementacao

Exercicio Fisico

Inducao
Colite Ulcerativa

Eutanasia

Figura 02. Representacdo esquematica do delineamento experimental realizado.
Fonte: propria.

4.3. Protocolo de Suplementagao

Os animais foram suplementados com glutamina, via oral por gavagem
durante o protocolo de treinamento e anteriormente a inducao da colite ulcerativa. A
suplementacado foi realizada ao total de 8 semanas, além disso, a diluicido foi
realizada em agua destilada, a fim de evitar possiveis interferéncias com o solvente.
A quantidade total de glutamina foi de 1 g de glutamina/ kg de peso corporal (p.c)
(PETRY et al., 2014; ROGERO et al.,, 2006; CRUZAT,; ROGERO; TIRAPEGUI,
2010).

4.4. Protocolo de Treinamento Anaerdébio

Os animais foram submetidos, individualmente, as sessbes de saltos em um
cilindro de PVC, contendo agua a 32°C a uma profundidade de 38 cm. Apds um
periodo inicial de adaptacdo ao meio liquido (1° ao 5° dia, com sobrecarga

equivalente a 50% do p.c e numero crescente de saltos e séries), os animais foram
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submetidos a um programa de treinamento fisico resistido. Em cada sessao,

realizaram 4 séries de 10 saltos. Entre as séries houve um intervalo de 30 segundos,

durante o qual o animal foi retirado da agua e mantido em repouso sobre um

suporte. O treinamento foi realizado com sobrecarga progressiva de peso, até atingir

a carga maxima de 85% do peso corporal do animal, totalizando 8 semanas de

treinamento. A sobrecarga foi acoplada ao térax dos mesmos atraveés de um colete,

em um periodo de oito semanas (AGUIAR et al., 2010).

ApoOs cada sessao de treinamento, os animais foram secos com toalha

absorvente e mantidos por cerca de 30 minutos no laboratorio. Apos estarem

completamente secos, os animais foram transportados ao biotério.

Tabela 01 — Distribuicdo esquematica da progressdo semanal da carga, em

porcentagem, acoplada ao animal de acordo com o peso corporal.

Semana Séries X Saltos % da carga proporcional ao p.c do animal
1° Adaptagéo 50%
2° 4 X10 55%
3° 4X10 60%
4° 4 X10 65%
5° 4X10 70%
6° 4 X10 75%
7° 4X10 80%
8° 4 X10 85%

38 cm)

~

wens L)

If Oryerload
e
Vest 1

Figura 03. Esboco do aparelho de formagcdo de resisténcia de alta intensidade.

Adaptado por: Souza et al., 2011.
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4.5. Protocolo de Treinamento Aerobio

Os grupos desse treinamento foram submetidos a sessdes de natagdo em um
tanque (100 cm de comprimento x 80 cm de largura x 80 cm de altura), que permitiu
o treinamento simultédneo de 4 a 5 animais. O tanque foi preenchido com 50 cm de
agua com temperatura de 30 + 2 °C, a qual foi trocada apos cada sesséo de
treinamento em grupo.

O programa de treinamento aerdbio foi realizado 5 vezes por semana com 0s
grupos experimentais, com livre acesso a agua e comida durante 8 semanas. A
adaptacao foi realizada no primeiro dia com duragado da sessao de 20 minutos, no
segundo dia 40 minutos, e posteriormente os animais nadaram 60 minutos até
completarem todas as sessdes de exercicios, até o final de oito semanas (CUNHA,
et al., 2008).

Figura 04. llustragdo dos animais em treinamento aerdbio, natagdo sem carga.

Fonte: prépria.

4.6. Protocolo de Indugao da Colite Ulcerativa
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Para a indugéo da Colite Ulcerativa os ratos foram submetidos previamente a
um jejum de solidos de 18 horas com livre acesso a soro de reidratagao oral (cloreto
de potassio 50,84 mg/g, citrato de sddio 66,82 mg/g, cloreto de sédio 59,77 mg/g,
glicose 822,64 mg/g). Apos esse periodo, os ratos foram anestesiados por via
intramuscular com uma mistura de quetamina — 80mg/Kg e xilazina — 20mg/Kg, de
acordo com Ritsch et al., (2015); Erdem; Yurdakan; Yilmaz-Sipahi (2014).

Para a escolha do melhor protocolo de colite ulcerativa foi realizado
previamente um estudo piloto para a diluicdo de Acido Acético em duas
concentracdes a fim de obter o mais eficaz método para provocar os efeitos da
patologia no animal. Posteriormente, em ambos os protocolos, os animais foram

sacrificados ao final de 3 dias, igualmente realizado de acordo com a literatura.

Protocolo - I: Apds a anestesia, a colite ulcerativa foi induzida pela administragao
intra-coldonica de 1 ml de acido acético a 4% (v/v) diluido em solugao salina (pH 2,3)
através de uma sonda uretral de polietileno (PE-60), cuja ponta foi posicionada no
célon 8 cm apos o anus. A administracao foi realizada durante um periodo de 1
minuto, sendo logo em seguida retirada a sonda e inserida outra contendo salina
estéril no volume de 1,5 ml em pH 7,4. Os animais do grupo controle foram sujeitos
ao mesmo procedimento com a excegao de que a solugdo sera salina isotdnica
(MACPHERSON, PFEIFFER, 1978; ELSON et al., 1995; CAKIR et al., 2004;
KASIMAY et al., 2006).

Protocolo - ll: Apds a anestesia, a colite ulcerativa foi induzida pela administragao
intra-colonica de 1 ml de acido acético a 6% (v/v) diluido em solugéao salina (pH 2,3)
através de uma sonda uretral de polietileno (PE-60), cuja ponta foi posicionada no
colon, 8 cm apds o anus. A administracado foi realizada durante um periodo de 1
minuto, sendo logo em seguida retirada a sonda e inserida outra contendo salina
estéril no volume de 1,5 ml em pH 7,4. Os animais do grupo controle foram sujeitos
ao mesmo procedimento com a excecdo de que a solugdo sera salina isotdnica
(MACPHERSON, PFEIFFER, 1978; GUAZELLI et al., 2013; EL-GOWELLI et al.,
2015; NIU et al., 2016).
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Figura 05. Representacdo da indugao da Colite Ulcerativa com acido acético. Fonte:
propria.

4.7. Protocolo de Pesagem dos Animais, Orgios e Tecidos

No decorrer dos protocolos de treinamento e inducdo a Colite Ulcerativa,
todos os animais foram pesados durante todos os dias de treinamento no mesmo
horario, no dia da indugcdo e no dia do sacrificio dos mesmos. A pesagem foi
realizada em uma balanca digital Sf-400 de alta preciséo eletrénica 1g a 10 kg, onde
0s animais eram colocados em uma caixa de plastico, sendo ignorado o peso da
caixa e considerado apenas o peso do animal (RAFACHO et al., 2008).

A mensuragao do peso dos 6rgaos e tecidos foi feita de acordo com Rafacho
et al., (2008), onde, apds a eutanasia dos animais, foram retirados os seguintes
orgaos e tecidos: coragao, baco, rins, figado, coldén, tecido adiposo epididimal. Apds
esse procedimento, os pesos, em gramas, dos diferentes tipos de 6érgaos foram
registrados em uma balanga analitica Bel Mark M214ai.

4.8. Parametros Histopatolégicos

4.8.1. Analise da Lesao macroscopica da Colite Ulcerativa

A classificagdo do grau da lesao da colite ulcerativa foi feita apos trés dias da
indugao seguindo os parametros utilizados por Bell, Gall e Wallace, (1995) (Tabela
02).
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Tabela 02. Grau de lesdo no coélon distal com colite ulcerativa.

Tipo de Leséao Pontuacgao
Auséncia de leséo. Sem pontos
Hiperemia, nao ulceras. 1 ponto
Ulcera linear, sem inflamagao significativa. 2 pontos
Ulcera linear com uma inflamagdo em um local. 3 pontos
Dois ou mais locais de ulceracao/inflamacao. 4 pontos

Dois ou mais locais maiores de ulceracao e inflamag¢ao ou um
local de ulceragao/inflamacao a se estender 1 cm do 5 pontos
comprimento no colén distal.

Se o dano abranger 2 cm ao longo do comprimento do colén
distal, a pontuacéo € aumentada 1 ponto por cada com adicional 6-10 pontos
de leséo.

4.8.2 Preparagao do Material para Histoquimica

O tecido foi previamente fixado em formol a 10% por 36 horas e desidratado
com imersdes consecutivas em solucdes crescente de alcool por uma hora cada
(30%, 50%, 75%, 90%), 45 min em alcool absoluto 1 e 45 min em alcool absoluto 2.
Seguiu-se com o clareamento, inicialmente 45 min em xilol | e mais 45 min em xilol Il
(com menor concentragcdo de impurezas), logo apdés os cassetes contendo as
amostras foram mergulhadas em banho de parafina para inclusdo, onde
permaneceram por 20 min a 60 °C. Todo procedimento foi executado no histotécnico
(Leica®). Decorrido esse tempo as amostras foram montadas em blocos de parafina
para realizacdo da microtomia.

Logo que as amostras estavam adequadas, foram levadas para microtomia,
onde foram feitos cortes de tecido longitudinais com espessura de 5 um seccionados
expondo as camadas histolégicas (mucosa, submucosa, musculares e serosa) e
posteriormente coloragéo.

As laminas foram desparafinadas por imersao em xilol Il durante 7 min e em
xilol | por 3 min. Seguiu-se a hidratagdo em imersbdes consecutivas de banhos de

alcool de concentragéo decrescente em alcool absoluto por 7 minutos e por 2 min na
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demais solug¢des (90%, 75%, 50%, 30%) e passando-as durante 2 min em agua
destilada | e mais 2 min em agua destilada Il. Apds essa fase, as laminas seguiram
para coloragdo com Hematoxilia e Eosina (HE), e posteriormente levadas a estufa
para secagem durante 4 h e entdo finalizadas com a colocagdo da laminula e

selagem com Balsamo do Canada.

4.8.3 Analise Histopatologica

As laminas (05 por grupo) foram analisadas sob um microscépio de luz por
um patologista experiente, sem conhecimento dos tratamentos previamente
descritos. As amostras foram avaliadas de acordo com os critérios descritos por
LAINE; WEINSTEIN, 1988. Os parametros foram utilizados: perda de células
epiteliais (escore 0-3), edema na mucosa superior (escore 0-4), danos hemorragicos
(escores 0-4) e presenca de células inflamatérias (escore 0-3), resultando em um

score total maximo de 14.

4.9. Determinacao dos niveis de Citocinas

Os niveis de IL-1B, IL-6, TNF-a foram determinados utilizando ensaio de
imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA), como previamente descrito por CUNHA
et al,, (1993). Uma placa de microtitulacédo foi incubada a 4°C durante toda a noite
com anticorpo policlonal para TNF-a ou IL- 18 ou IL-6 (4 pg/ml) Duo Set ELISA
Development kit R&D Systems. Os locais de ligagdo adicionais na superficie da
placa foram bloqueados por incubagao dos pogos com PBS contendo albumina de
soro bovino (BSA) a 2% durante 90 min a 37 °C. Em seguida, as amostras de teste e
cada amostra padrao foram adicionadas em varias diluicoes, postas em duplicata e
incubadas a 4 °C durante 24 h. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com
tampao (0,01 M de fosfato, 0,05 M de NaCl, 0,1% de Tween 20, pH 7,2). Apés a
lavagem das placas, adicionado 50 yL de biotiniladopoliclonal de ovelha anti TNF-q,
ou anti IL-1B ou anti IL-6 (diluigdo de 1:1000 em tampao de ensaio contendo 1% de
BSA). Outra incubacdo foi realizada a temperatura ambiente durante 1h.
Posteriormente, as placas foram lavadas e 50 ul de peroxidase adivinda de
conjugado de rabano silvestre na proporgédo de 1: 5000 foram adicionados a todos

0s pogos, apdés 15 min as placas foram lavadas e o reagente de cor o-fenileno-
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diamina (40 pg/pogo) adicionado. Depois de 15 min em um ambiente escuro com
temperatura de 37 °C, a reagdo da enzima foi interrompida com H;SO4 (1 M) e a
absorbancia lida a 490 nm. Os resultados de ELISA foram expressos como

pictogramas de cada citocina por miligrama (pg/mg).

4.10. Determinacgao dos niveis de Nitrato/Nitrito (NOx)

A produgdo de Oxido nitrico no tecido coldénico dos animais foi avaliada
indiretamente por meio da quantificacdo dos niveis de nitrato (NO3-) e nitrito (NO3-)
(coletivamente denominados como NOxs), utilizando a rea¢do de Griess. A amostras
foram maceradas em solugdo de cloreto de potassio (KCI, 0,15 M) e o
homogeneizado foi centrifugado sob refrigeragdo. Em seguida, o sobrenadante (100
ML foi misturado com o reagente de Griess (100 p) (acido fosférico, sulfanilamida e
di-hidrocloreto de N- (1-naftil) etilenodiamina). Apdés 10 min, a absorbancia das
amostras foi medida a 540 nm. Os resultados foram expressos como micromoles
NOxs (GREEN et al., 1982).

4.11. Determinacgao dos niveis de Malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA foram determinados pelo método de Mihara, Uchiyama
(1978), baseado na reagdao com o acido tiobarbiturico. Amostras do colén foram
homogeneizadas com KCI 1,15% para preparar 10% de homogenato, 0.5 ml desse
preparado foi pipetado em tubo de centrifuga de 10 ml com 3 ml de acido fosférico
(H3PO4) (1%) e 1 ml de solugao aquosa de acido tiobarbiturico (0.6%). Os tubos
foram aquecidos por 45 min em banho maria e a mistura reacional entao resfriada
em banho de agua gelada, seguida da adicdo de 4ml de n-butanol. Os conteudos
foram misturados por 40 segundos com "vortex", centrifugados a 1200 x g por 10
minutos e a absorbancia da camada organica foi mensurada em 520 e 535nm no
espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em mmol/g de tecido.
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4.12. Determinagao da atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi medida de acordo com o método previamente descrito
por Bradley et al., (1982). Amostras de tecido colénico foram homogeneizadas em
tampéao fosfato de potassio (50 mM, pH 6,0), com brometo de hexa-decil-trimetil-
amonio (HTAB) 0,5%, na proporgdo de 1 ml/100 mg de tecido. O homogenato
centrifugado a 4500 rpm durante 20 min a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi
misturado com dihidrocloridrato de o-dionisidina e 1% de perdxido de hidrogénio
para que houvesse reagao. Analisou-se a atividade de MPO através da medicéo da
absorbancia a 450 nm em espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos como
unidade de MPO por mg de tecido (UMPO/mg de tecido). A unidade da atividade de

MPO foi definida pela conversao de 1 ymol de H,O, em agua em 1 min a 22 °C.

4.13. Determinacgao da atividade de Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada pela sua capacidade de inibir a
autooxidagao do pirogalol® pelo anion superéxido. A mistura consiste na adi¢cao de
100 pL de tampao Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5mM), 20 yL de pirogalol® 10mM e
860 pL de agua deionizada a 20 uyl de hemolisado. A absorbancia foi determinada
em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 420 nm (25°C) por 5 minutos. A
quantidade de SOD capaz de produzir 50% de inibicdo da oxidagado do pirogalol®,
por miligrama de hemoglobina, é definidacomo uma unidade de atividade enzimatica

expressa em Ul/mgHb.

4.14. Esvaziamento Gastrico

Para determinacdo da taxa de esvaziamento gastrico, 0s animais receberam
uma unica administracdo oral de acetominofeno a 100 mg/kg, 30 minutos antes da
eutanasia por uma sobredosagem de anestésicos (quetamina + xilazina). As
amostras de sangue foram retiradas do plexo retro-orbital e apds coagulacao,
centrifugadas a 1000 g durante 10 min. A partir do soro obtido e colocado em
microtubos, misturou-se 200 pl da amostra com 500 pl de acetato de etila e 100 mg

de Cloreto de Sdodio (NaCl) e agitou-se a mistura durante 30 segundos em um
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vortex. ApoOs repouso durante cinco minutos, recolheram-se 200 pl de sobrenadante
e misturaram-se com 100 pl de Acido Cloridico (HCI) (6 N), posteriormente incubou-
se em agua a ferver durante 10 minutos. ApOs arrefecimento, para se obter um
complexo corado, foram adicionados 3 ml de reagente de cor preparado (uma
combinacdo de 2,5-dimetilfenol [82 mg/L], metaperiodato de sédio [32 mg/L] e KOH
[0,4 M]) @ amostra e foram misturados. Apds 30 minutos, homogeneizou-se 0s tubos
e pipetou 300 ul da solucéo final, preenchendo em duplicata, cada casela de uma
placa multi-pocos. Ao final realizou-se a leitura das absorbancias em um

comprimento de onda na faixa de 635 nm (MARD et al., 2016).

4.15. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como a média £+ EPM de animais em cada grupo.
Os testes estatisticos foram realizados no software Graphpad Prism (versdo 6.0). A
comparacao estatistica dos dados foi realizada utilizando-se a analise de variancia para
amostras repetidas One-way (ANOVA) seguidas pelo teste de Tukey. Ja a comparacgao
inter-grupos dos resultados foi feita mediante o teste “t” de Student n&do pareados.

Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Definigao do protocolo experimental para a indugao da Colite Ulcerativa.

No referido estudo, foi utilizado o acido acético em concentracdes de 4% e
6% para andlise do melhor escore de lesdo tecidual. Ambas as concentraces
causaram lesdo relevante como € possivel observar nas figuras 06 B e 06 C, porém
decidiu-se optar por utilizar uma concentracdo a 4%, modelo esse que reflete em
pacientes a colite ulcerativa no estado quiescente.

A figura 06 D demonstra que o protocolo experimental a 4 % de &cido acético
promoveu a formacdo de extensas lesbes macroscopicas ha mucosa coldnica de
ratos quando comparado com o grupo salina (4,50 £ 0,64 vs. 0,50 £+ 0,22).
Observou-se também que o protocolo experimental com 6% de acido acético
provocou extensa lesdo coldnica macroscépica, sendo significativamente diferente
tanto do grupo com inducédo a 4% quanto do grupo salina (p< 0,05) (8,30 + 0,83 vs.
4,50 + 0,64, respectivamente).

Quanto ao peso do colén por 100 g de peso corporal animal (Figura 06 E)
observou-se resultados semelhantes aos encontrados na figura anterior. Observou-
se que a inducdo da Colite Ulcerativa a 4% de &cido acético € significativamente
diferente do grupo salina (1,19 £ 0,05 vs. 0,64 £ 0,04 g) e do grupo Colite Ulcerativa
a 6% de acido acético (1,19 + 0,05 vs. 1,79 + 0,07), evidenciando que o uso do acido
acético provoca aumento do peso do Orgdo lesionado, acdo caracteristica de um
processo inflamatorio.

Dessa forma, como em ambas as concentragbes provocaram efeito
satisfatorios na inducdo da colite ulcerativa, optou-se pelo o uso da concentracéo a

4% de acido acético.
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Figura 06. Efeito das diferentes concentragbes de acido acético sobre os tecidos

colénicos nos protocolos cirurgicos em ratos.
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Legenda: Os animais foram induzidos a colite ulcerativa com salina ou acido acético (4% e 6%), sendo
na figura A - c6lon normal; B — indugédo com 4% de acido acético; C - indugdo com 6% de acido acético.
Gréficos D e E, sendo, [ Salina e B Colite, os resultados os resultados estdo expressos como a média
+ EPM de 5-8 animais por grupo. * p <0,05, one-way ANOVA, seguido de teste de Tukey. As figuras de
A-C representam as alteragcdes macroscopicas dos coélons de ratos submetidos aos tratamentos citados
anteriormente.
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5.2. Efeitos dos diferentes tipos de Exercicio Fisico em ratos com Colite
Ulcerativa.

A figura 07 demonstra que a Colite Ulcerativa provoca menor ganho de peso
em ratos quando comparado ao grupo salina (24,50 = 4,30 vs. 74,57 + 4,20 g/dia,
respectivamente) (p< 0,05). Quanto ao tratamento com exercicio fisico é possivel
observar que este foi capaz de reverter a perda de peso ocasionada pela inducéo da
Colite Ulcerativa.

O tratamento com Ex aerébio protegeu significativamente o ganho de peso de
ratos com Colite Ulcerativa (91,75 = 8,73 vs. 24,50 £ 4,30 g/dia, respectivamente)
(p< 0,05). Entretanto, o tratamento com Ex anaerdbio nao foi capaz de inibir o efeito
da colite ulcerativa em relacdo ao ganho de peso corporal (43,90 £ 4,24 vs. 24,50 *
4,30 g/dia, respectivamente), mas quando comparado ao grupo salina com
tratamento Ex anaerdbio ndo apresentou diferenca significativa (43,90 + 4,24
vs.57,13 + 4,77 g/dia).

Figura 07. Efeito do Exercicio Fisico anaerdobio e aerdbio na variagdo do peso

corporal (A) nos grupos salina e colite ulcerativa.
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Legenda: Avaliagdo da variacdo do peso corporal dos grupos sedentarios, com exercicio fisico
anaerobio e aerébio com a indugéo da colite ulcerativa. Sendo, [ Salina e B Colite, os resultados
estdo expressos como a média + EPM de 7-10 animais por grupo. *p < 0,05, one-way ANOVA,
seguido de seguida de teste de Tukey.
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A figura 08 demonstra o efeito de ambos os exercicios fisicos (anaerdbio e
aerdbio) na Colite Ulcerativa em relacdo ao peso de 6rgdos por 100 gramas de peso
corporal, sendo esses: coracgéao (A), tecido epididimal (B), baco (C), figado (D) e rins
(E). Observa-se que no grafico 02 A os ratos com CU tratados com Exercicio Fisico
anaerobio obtiveram um aumento significativo (p< 0,05) em relacdo ao peso do
coracdo em relacdo ao grupo Colite Ulcerativa sedentario (0,43 +£ 0,02 g vs. 0,34 £
0,01 g). Enquanto que na avaliacdo dos outros orgaos nédo foi observada diferenca

significativa entre os grupos estudados.
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Figura 08. Efeito do Exercicio Fisico anaerébio e aerébio no peso dos 6rgaos:

coragao, tecido epididimal, bago, figado e rins por 100 gramas de p.c, em ratos

salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito dos diferentes tipos de exercicio fisico no perfil dos pesos dos 6rgdos: coragao (A),
tecido epididimal (B), bago (C), figado (D) e rins (E) por 100 gramas de p. ¢, em ratos salina colite
ulcerativa. Sendo, [1 Salina e B Colite, os resultados estdo expressos como a média + EPM de 8-12
animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores

de *p < 0,05 como significativos.
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De acordo com o0 escore macroscopico da lesdo tecidual colénica o grupo
colite obteve escore significativamente (p < 0,05) mais elevado que o grupo salina
(6,66 £ 0,47 vs. 0,30 £ 0,15, respectivamente), evidenciando que a inducéo da colite
utilizando acido acético a 4% provoca a patologia. Além disso, evidenciou-se que
ambos os grupos Colite Ulcerativa tratados com exercicio fisico, anaerdbio e aerdbio
tiveram diferenca significativa em relagcdo aos grupos salinas com exercicio fisico
(4,77 £ 0,46; 4,28 + 0,56 vs. 0,33 £ 0,14; 0,85 + 0,45, respectivamente). Também
vale ressaltar que ambos os exercicios fisicos tiveram diferenca significativa do
grupo Colite Ulcerativa sedentéario (4,77 + 0,46; 4,28 + 0,56 vs. 6,66 + 0,47,
respectivamente), dessa forma, ambos os exercicios tiveram efeito preventivo na
patologia (Gréafico 09 A).

Quanto ao grafico 09 B revela que de forma semelhante ao observado no
grafico 03 9, o grupo CU possui diferenca significativa (p< 0.05) quanto ao peso do
cOlon por 100 g de p.c quando comparado ao grupo salina (0,32 + 0,02 vs. 0,19 £
0,11 g), evidenciando que a colite ulcerativa provocou extensas lesdes colbnicas.
Observou-se também, o grupo Colite Ulcerativa tratado com exercicio anaerébio
possui peso significativamente (p< 0,05) mais elevado que o respectivo grupo salina
(0,55 + 0,04 vs. 0,32 £ 0,03 g, respectivamente) e grupo Colite Ulcerativa sedentéario
(0,55 + 0,04 vs. 0,32 £ 0,02 g). Entretanto os animais com colite ulcerativa tratados
com exercicio aerdbio nédo tiveram diferenca significativa dos animais salinas com

exercicio aerébio (0,32 £ 0,02 vs. 0,33 + 0,03 g, respectivamente).
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Figura 09. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerdbio no perfil do escore de
lesdo macroscopico e peso do colon por 100 gramas de p.c do animal em ratos

salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do Exercicio Fisico anaerébio e aerdbio no perfil do escore de lesdo macroscépico
(A) e peso do coldon por 100 gramas de p.c do animal (B) em ratos salina ou colite ulcerativa. Sendo,
[] Salina e M Colite, os resultados estdo expressos como a média + EPM de 8-12 animais por grupo.
Para andlise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como
significativos.
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Na figura 10 foi avaliado o efeito de ambos os exercicios fisicos na alteragao
da concentracdo de acetominofeno, aferindo dessa forma a taxa de esvaziamento
gastrico dos animais. A figura demonstra que os animais com Colite Ulcerativa tém
maior taxa de esvaziamento gastrico que o grupo salina (76,58 + 4,91 vs. 47,61 *
4,48 pg/ml, respectivamente), sendo estatisticamente significativo (p< 0,05). Em
relacdo ao efeito do exercicio fisico, o grupo Colite Ulcerativa tratado com exercicio
fisico aerobio teve menor taxa de esvaziamento que 0 grupo salina tratado com
exercicio aerobio (63,77 + 3,59 vs. 105,60 £ 3,15 ug/ml, respectivamente) (p< 0,05).
Quanto ao efeito do exercicio anaerébio na colite ulcerativa, observou-se que 0s
grupos Colite Ulcerativa e Salina (70,58 = 10,27 vs. 81,17 + 3,61 pg/ml) néo

possuem diferenca significativa quanto a taxa de esvaziamento gastrico.

Figura 10. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerdbio no esvaziamento gastrico

em ratos salina ou colite ulcerativa.

150-
I= *
) ' '
=, 100+ *
o 1
c —
2
o
c
e 504
o
o
Q
<
0 ] 1 ]
l | | |
I | | |
Anaerobio Aerdbio

Legenda: Exercicio Fisicoeito dos diferentes tipos de exercicio fisico na alteragdo dos niveis de
acetominofeno em ratos salina ou com colite ulcerativa. Sendo, [0 Salina e W Colite, os resultados
estdo expressos como a média + EPM de 6-11 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way
ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.



o1

A indugdo da Colite Ulcerativa provocou o aumento (p< 0,05) dos niveis de
nitrato/nitrito nos tecidos coldnicos de ratos quando comparado ao grupo salina (0,10
+ 0,004 vs. 0,07+ 0,003 uM), entretanto o exercicio fisico aerdbio provocou uma
diminuicao significativa (p< 0,05) dos niveis desse marcador quando comparado ao
grupo sedentario (0,08 + 0,001 vs. 0,10 £ 0,004 uM). Quanto ao efeito do exercicio
anaerobio na colite ulcerativa observa-se que houve diminuicdo dos niveis de
nitrato/nitrito no tecido comparado ao grupo sedentéario, entretanto essa nao foi
significativa. Vale ressaltar que o0s grupos colite e salina com acdo do exercicio
anaerobio ndo possuem diferenca significativa entre si (Figura 11 A).

A analise dos niveis de MDA no tecido dos ratos, Figura 11 B, mostrou que a
colite ulcerativa aumenta significativamente (p< 0,05) os niveis de MDA em
comparacdo com o grupo salina (130,4 = 14,75 vs. 36,62 + 5,37 nmol/g,
respectivamente). Além disso, ambos os exercicios fisicos inibiram a producgéo de
MDA produzida na colite ulcerativa, pois 0s grupos tratados com exercicio fisico
(anaerdbio e aerobio) obtiveram niveis significativamente menores em relacdo ao
grupo Colite Ulcerativa sedentario (70,79 + 4,01; 70,84 + 10,62 vs. 181,0 + 39,39
nmol/g).

Semelhantemente, a andlise dos niveis de MPO observou que a colite
ulcerativa aumenta significativamente (p< 0,05) a concentragdo de MPO quando
comparado ao grupo salina (6,32 + 0,83 vs. 1,90 + 0,36 Ul/mg, respectivamente). De
acordo com os resultados da figura 11 C, ambos os exercicios fisicos (anaerdbio e
aerébio) inibem significativamente os efeitos oxidantes ocasionados pela colite
ulcerativa (3,17 = 0,65; 3,25 £ 0,84 vs. 6,32 + 0,83 Ul/mg, respectivamente).

Quanto a atividade de SOD nos tecidos colbnicos, nota-se que a Colite
Ulcerativa provoca diminuigao (p< 0,05) da atividade da enzima quando comparado
com o grupo salina (0,90 £ 0,21 vs. 3,74 + 0,38 Ul/mgHb, respectivamente).
Entretanto o tratamento com exercicio fisico provocou aumento significativo (p<
0,05) da atividade de SOD, tanto no exercicio anaerébio quanto o exercicio aerébio
(6,09 + 0,31; 3,06 + 0,39 vs. 0,90 £ 0,21 Ul/mgHDb). Vale ressaltar, que os grupos de
exercicio aerébio possui diferenca significativa entre si (SAL+ Ex aerobio: 4,78 £
0,50 Ul/mgHb vs. CU+ Ex aerdbio: 3,06 + 0,39 Ul/mgHb), enquanto que os grupos
de exercicio anaerobio ndo apresentaram diferenca significativa entre si (SAL+ Ex
anaerobio: 5,76 + 0,59 Ul/mgHb vs. CU+ Ex anaerdbio: 6,09 + 0,31 Ul/mgHb)
(Gréfico 11 D).
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Figura 11. Efeito do Exercicio Fisico anaerdbio e aerdbio na produgdo de NOxs,

MDA, MPO e SOD em ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeitos dos diferentes tipos de exercicio fisico na produgao de NOx, MDA, MPO e SOD em
ratos salina ou com colite ulcerativa. Sendo, [] Salina e B Colite, o0s resultados estdo expressos
como a média + EPM de 6-10 animais por grupo. Para andlise utilizou-se one-way ANOVA, seguida
de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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Na figura 12 avaliou-se 0s niveis das citocinas IL-18, IL-6 e TNF-a nos tecidos
colonicos de ratos. Observou-se que a Colite Ulcerativa provocou aumento
significativo (p< 0,05) em relacdo ao grupo salina (16,99 + 2,90; 6,54 + 1,08 e 20,12
+ 3,69 vs. ND; 3,21 + 0,90 e 0,57 £ 0,16 pg/mg, respectivamente) em todas as
citocinas avaliadas, caracterizando processo inflamatoério no tecido lesionado.

Na figura A e C também demonstram que ambos o0s exercicios fisicos
(anaerdbio e aerobio) foram capazes de diminuir significativamente (p< 0,05) os
niveis de citocinas, IL-1B8 e TNF-a quando comparado com o grupo CU (IL-1[3: 5,82
1,13; 4,05 £ 2,27 vs.16,99 + 2,90 pg/mg) (TNF- a: 5,67 + 0,79; 6,02 = 0,45 vs. 20,12
+ 3,69 pg/mg). Estes resultados demonstram que o exercicio fisico reduz os niveis
de citocinas do tipo IL-18 e TNF-a em danos colénicos ocasionados por acido

acético.
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Figura 12. Efeito do Exercicio Fisico anaerébio e aerdbio na produgao de IL-18, IL-

6, TNF-a em ratos salina ou com colite ulcerativa.
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Legenda: Efeitos dos diferentes tipos de exercicio fisico na produgao de IL-1B, IL-6, TNF-a em ratos
salina ou com colite ulcerativa. Sendo, L1 Salina ¢ B Colite, os resultados estdo expressos como a
média + EPM de 5-7 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de
Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos e ND como dados nao detectaveis.
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A tabela 03 demonstra os parametros histopatolégicos de tecidos colénicos
de ratos com colite ulcerativa e tratados com diferentes tipos de exercicios fisicos.
Observa-se que a colite ulcerativa ocasiona extensas lesdes microscoépicas,
caracterizadas por danos hemorragicos, edema, perda de células epiteliais e
processo inflamatério (figura 13 D, E, F).

Entretanto, o tratamento com Exercicio Fisico anaerdbio diminuiu de forma
significativa (p<0,05) os danos hemorragicos observados na Colite Ulcerativa,
enguanto que o exercicio fisico aerdbio provocou melhora (p< 0,05) significativa no
processo de perda epitelial. Dessa forma, ambos os tipos de Exercicio Fisico
diminuiram de forma significativa (p<0,05) esses danos histopatolégicos provocados

pela colite ulcerativa.

Tabela 03. Avaliacdo do efeito dos diferentes tipos de exercicio fisico no dano

microscopico colénicos induzido pela colite ulcerativa em ratos.

Danos Células Células
Grupos o Edema eliai f . Total
(n: 5-7) Hemorragicos (0-4) Epiteliais | Inflamatorias (0-14)
' (0-4) (0-3) (0-3)
SAL 0 (0-1) 0 (0-1) 0 0 (0-1) 0 (0-3)
CuU 474 4(3-4)° 2(2-3)° 3(2-3)° 13 (11-14)°
SAL+ Ex
anaerébio 1 3 (2-4) 0 (0-1) 0 (0-1) 5 (3-6)
CU+ Ex b b
anaerébio 2 (1-2) 3 (3-4) 2 (2-3) 3 (2-3) 10 (8-12)
SAL+ EX
aerébio 1(1-2) 2 (2-3) 1(0-1) 1 (0-2) 6 (5-6)
CU+ Ex b b
2er6bio 2 (2-4) 3 (2-4) 1(1-2) 2 (2-3) 9 (7-12)

Os dados apresentados sdo medianas com escores minimo e maximo exibidos entre parénteses.
Para andlise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de p < 0,05 como
significativos. ?significa p < 0,05 quando comparado ao grupo salina, ® a0 grupo CU.
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SAL

Ccu

SAL + EF
anaerobio

CU +EF
anaerdbio

SAL + EF
aerdbio

CU +EF
aerdbio

Legenda: A-C e D-F sdo fotomicrografia do coléon dos grupos sedentéarios (salina e colite ulcerativa,
respectivamente), enquanto que G-l e J-L sdo imagens histolégicas do exercicio fisico anaerébio e M-
O e P-R refere-se ao exercicio fisico aerébio. As imagens D ao F evidenciam que o tecido colénicos
dos animais sofreram grande desarranjo estrutural, além de processo inflamatério evidente.
Entretanto, as imagens J-L e P-R demonstraram que o exercicio fisico protegeu a integridade do
tecido coldénico. Ampliagdo: 10x, 40x e 100X (esquerda para a direita).



57

5.3. Efeitos da Suplementagao de Glutamina em ratos com Colite Ulcerativa.

A figura 14 demonstra que a Colite Ulcerativa provoca menor ganho de peso
em ratos quando comparado ao grupo salina (24,50 + 4,30 vs. 74,57 + 4,20 g/dia)
(p< 0,05). Quanto ao tratamento com a suplementacdo de glutamina a 1 g/kg p.c
observou-se que o aminoacido provocou um maior ganho peso dos animais (60 *
4,80 vs. 24,50 + 4,30 g/dia), sendo essa diferenca estatisticamente significativo (p<
0,05). Pode-se afirmar que a suplementacédo de glutamina foi capaz de reverter o
efeito da Colite Ulcerativa em relagéo a diminuigdo do ganho de peso corporal.

Figura 14. Efeito da suplementagédo de glutamina na variagdo do peso corporal (A)

nos grupos salina e colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito da suplementacdo de glutamina na variagdo do peso corporal dos grupos salina e
colite ulcerativa e grupos suplementados com glutamina. Sendo, [ Salina e B Colite, os resultados
estdo expressos como a média + EPM de 7-9 animais por grupo. *p < 0,05, one-way ANOVA, seguido
de seguida de teste de Tukey.
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A figura 15 demonstra o efeito da suplementacdo de glutamina em ratos com
a inducédo de colite ulcerativa com acido acético em relacdo ao peso de 6rgdos por
100 gramas de peso corporal, sendo esses: coracgao (A), tecido epididimal (B), bago
(C), figado (D) e rins (E). Observa-se que ndo houve diferenca significativa entre o
peso dos 6rgdos dos animais que foram suplementados com glutamina a 1 g/kg de
peso corporal em relagéo aos grupos salina e Colite Ulcerativa.

Figura 15. Efeito da suplementagdo de glutamina no peso dos 6rgaos: coragao,
tecido epididimal, baco, figado e rins por 100 gramas de p.c, em ratos salina ou

colite ulcerativa.
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Legenda: efeito da suplementagéo de glutamina no perfil dos pesos dos érgaos: coracao (A), tecido
epididimal (B), bago (C), figado (D) e rins (E) por 100 gramas de p. ¢, em ratos salina colite ulcerativa.
Sendo, [ Salina e B Colite os resultados estdo expressos como a média + EPM de 7-12 animais por
grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de.
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De acordo com o escore macroscopico da leséo tecidual colénica (Figura 16
A) o grupo CU obteve escore significativamente (p < 0,05) mais elevado que o grupo
salina (6,66 + 0,47 vs. 0,30 + 0,15), comprovando as lesfes coldnicas ocasionadas
pelo acido acético. Ressalta-se que o grupo CU+ GLU possui maior lesao tecidual
macroscopica (p< 0,05) do respectivo grupo salina, SAL+ GLU (4,0 + 0,65 vs. 0,36 +
0,15, respectivamente). Entretanto a suplementacdo de glutamina foi
significativamente (p< 0,05) eficaz para provocar a inibicdo das lesdes coldnicas
provocadas pelo acido acético (4,0 + 0,65 vs. 6,66 £ 0,47).

Em relacdo ao Figura 16 B, os ratos com colite ulcerativa possuem maior
peso do célon por 100 g de p.c (p< 0,05) em relagcéo ao grupo salina (0,32 £+ 0,02 vs.
0,19 = 0,11 g, respectivamente). Também demonstra que o grupo Colite Ulcerativa
suplementado apresenta peso significativamente maior (p< 0,05) que o grupo salina

suplementado (0,33 £ 0,10 vs. 0,25 + 0,01, respectivamente).
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Figura 16. Efeito da suplementacdo de glutamina no perfil do escore de lesao

macroscopico e peso do coldn por 100 gramas de p.c do animal em ratos salina ou

colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito da suplementacédo de glutamina 1g/kg de peso corporal no perfil do peso do célon e
escore macroscopico de lesao coldnica em ratos salina ou colite ulcerativa. Sendo, [ Salina e B
Colite os resultados estdo expressos como a média + EPM de 7-12 animais por grupo. Para analise
utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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Na Figura 17 demonstra que os animais com Colite Ulcerativa tém maior taxa
de esvaziamento gastrico que o grupo salina (76,58 + 4,91 vs. 47,61 * 4,48 ug/ml),
sendo estatisticamente significativo (p< 0,05). Também foi possivel verificar que a
suplementagao de glutamina atenuou o efeito deletério da colite ulcerativa na taxa
de esvaziamento gastrico (EG), entretanto ndo houve diferencga significativa (66,52 +
6,48 vs. 76,58 * 4,91 ug/ml, respectivamente).

Os resultados expostos, em relagao a taxa de esvaziamento gastrico, indicam
que a suplementacdo com glutamina foi protetora aos animais com colite ulcerativa,
pois esse provocou a correcdo da taxa de EG, em relagcdo aos animais
suplementados salina. Os grupos CU+ GLU e SAL+ GLU nao possuem diferenca

estatistica entre si (66,52 + 6,48 vs. 69,91 + 6,04 ug/ml, respectivamente).

Figura 17. Efeito da suplementagdo de glutamina no esvaziamento gastrico em

ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito da suplementacdo de glutamina 1 g/kg p.c na alteragdo dos niveis de acetominofeno
em ratos salina ou colite ulcerativa. Sendo, [1 Salina e B Colite os resultados estdo expressos como
a média £ EPM de 7-11 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste
de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.



62

A inducdo da Colite Ulcerativa provocou o aumento (p< 0,05) dos niveis de
nitrato/nitrito nos tecidos coldnicos de ratos quando comparado ao grupo salina (0,10
+ 0,004 vs. 0,07+ 0,003 pM, respectivamente), todavia a suplementacdo de
glutamina 1 g/kg de p.c provocou uma diminui¢do significativa (p< 0,05) dos niveis
desse NOxs comparado ao grupo CU (0,08 + 0,001 vs. 0,10 £ 0,004 pM,
respectivamente). Vale ressaltar que o0s grupos suplementados nao possuem
diferenca significativa entre si, evidenciando que a suplementacéo inibiu a acdo da
Colite Ulcerativa (0,07 = 0,001 vs. 0,08 £ 0,001 uM) (Figura 18 A).

Em relacdo aos niveis de MDA no tecido colbnicos de ratos, Figura 18 B,
demonstrou que a colite ulcerativa aumentou significativamente (p< 0,05) os niveis
de MDA em comparacdo com o grupo salina (130,4 £+ 14,75 vs. 36,62 + 5,37 nmol/g,
respectivamente). Além disso, a suplementacdo de glutamina teve acdo protetora,
pois o grupo suplementado foi significativamente (p< 0,05) menor em relacdo ao
grupo CU (72,93 £ 3,92 vs. 130,4 = 14,75 nmol/g, respectivamente).

Semelhantemente, a analise dos niveis de MPO observou que a Colite
Ulcerativa aumenta significativamente (p< 0,05) a concentracdo de MPO quando
comparado ao grupo salina (6,32 = 0,83 vs. 1,90 = 0,36 Ul/mg, respectivamente).
Novamente foi evidenciado que a suplementacdo com glutamina provocou efeito
preventivo aos danos col6nicos caracteristicos da patologia base, pois 0 grupo com
colite ulcerativa suplementado tem menor concentragcdo de MPO (p< 0,05) que o
grupo colite ulcerativa (2,40 + 0,16 vs. 6,32 + 0,83 Ul/mg, respectivamente) (Figura
18 C).

Na Figura 18 D demonstra que a Colite Ulcerativa provocou diminui¢cdo (p<
0,05) da atividade de SOD quando comparado com o grupo salina (0,90 + 0,21 vs.
3,74 + 0,38 Ul/mgHDb, respectivamente). Contudo a suplementagédo de glutamina
proporcionou aumento significativo (p< 0,05) da atividade de SOD (3,96 + 0,40 vs.
0,90 + 0,21 Ul/mgHb), ressaltando novamente o efeito preventivo da suplementacéo

em relacdo aos danos coldnicos provocados pela Colite Ulcerativa.
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Figura 18. Efeito da suplementac&o de glutamina na produg¢ao de NOxs, MDA, MPO
e SOD em ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito da suplementagao de glutamina na produgdo de NOx, MDA, MPO e SOD em ratos
salina ou com colite ulcerativa. Sendo, [ Salina e B Colite os resultados estdo expressos como a
média + EPM de 5-09 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste
de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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Na Figura 19 avaliou-se os niveis das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a nos
tecidos colonicos de ratos. Observou-se que a Colite Ulcerativa provocou aumento
significativo (p< 0,05) em relacdo ao grupo salina (16,99 £ 2,90; 6,54 + 1,08 e 24,57
+ 4,71 vs. ND; 3,21 £ 0,90 e 0,57 = 0,16 pg/mg) em todas as citocinas avaliadas,
caracterizando processo inflamatdrio no tecido lesionado. Todavia, a suplementacéo
de glutamina reverteu o efeito da Colite Ulcerativa na analise de todas as citocinas
(4,10 £ 1,54; 3,11 £ 0,24 e 3,82 £ 0,57 pg/mg, respectivamente).

Figura 19. Efeito da suplementagado de glutamina na produgéo de IL-1j3, IL-6, TNF-a

em ratos salina ou com colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito da suplementagéo de glutamina na producéo de IL-1pB, IL-6, TNF-a em ratos salina
ou com colite ulcerativa. Sendo, [1 Salina e B Colite os resultados estdo expressos como a média +
EPM de 5-7 animais por grupo. Para andlise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey,
com valores de *p < 0,05 como significativos e ND como dados ndo detectaveis.
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A tabela 05 demonstra os parametros histopatolégicos de tecidos coldnicos
de ratos com colite ulcerativa e/ou suplementados com glutamina a 1 g/kg de peso
corporal. Observa-se que a colite ulcerativa ocasiona extensas lesGes
microscopicas, caracterizadas por danos hemorragicos, edema, perda de células
epiteliais e processo inflamatério (figura 20 D, E, F). Entretanto, o uso da
suplementacdo em animais com colite ulcerativa provocou uma diminuicao
significativa (p<0,05) em relacdo aos danos hemorragicos, mas ndo obteve diferenca

significativa em relac&o ao total do escore.

Tabela 05. Efeito da suplementacdo no dano microscoépico coldnicos induzido pela

colite ulcerativa em ratos.

Danos Células Células
Grupos o Edema eliai f . Total
(n: 5-7) Hemorragicos (0-4) Epiteliais | Inflamatorias (0-14)
' (0-4) (0-3) (0-3)
SAL 0 (0-1) 0 (0-1) 0 0 (0-1) 0 (0-3)
CuU 472 4(3-4)° 2(2-3)° 3(2-3)° 13 (11-14)°
SAL+ GLU 2 (2-3) 4 (3-4) 2 2 (1-2) 10 (8-10)
CU+ GLU 3be 3(3-4) 2 (2-3) 3 11 (11-13)

Os dados apresentados sdo medianas com escores minimo e maximo exibidos entre parénteses.
Para andlise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de p < 0,05 como
significativos. ® significa p < 0,05 quando comparado ao grupo salina, ® ao grupo CU e © ao grupo
SAL+ GLU.
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10 x 40 X 100 x

SAL

Cu

SAL+ GLU

CU+ GLU

Legenda: A-C e D-F sao fotomiografias dos grupos controle (salina e colite ulcerativa,
respectivamente), enquanto que G-l e J-L sdo imagens histolégicas dos grupos suplementados com 1
g/kg de p.c de glutamina (salina e colite ulcerativa). As imagens D ao F evidenciam que o tecido
colbnicos dos animais sofreram grande desarranjo estrutural, além de processo inflamatério evidente.
Entretanto, as imagens J-L demonstraram que a suplementagédo protege o tecido colbnicos, mas

ainda se percebe grande processo inflamatério e diminui¢cdo da lamina prépria. Ampliagcdo: 10x, 40x e
100X (esquerda para a direita).
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5.4. Efeito do Exercicio Fisico aliado a Suplementacao de Glutamina em ratos
com Colite Ulcerativa.

Na Figura 21 demonstrou que a Colite Ulcerativa provoca menor ganho de
peso em ratos quando comparado ao grupo salina (24,50 + 4,30 g/dia vs. 74,57 *
4,20 g/dia) (p< 0,05). Quanto ao efeito combinado o exercicio fisico e a
suplementacdo de glutamina foi capaz de reverter (p< 0,05) a perda de peso
ocasionada pela inducdo da Colite Ulcerativa (67,17 £+ 5,08 vs. 24,50 + 4,30 g/dia,
respectivamente). Dessa forma, o exercicio fisico aliado a suplementacéo foi capaz
de inibir o efeito da colite ulcerativa em relacdo ao ganho de peso corporal.

Figura 21. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina na

variagcao do peso corporal (A) nos grupos salina e colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do exercicio fisico aerdbio aliado a suplementacao de glutamina na variagdo do peso
corporal dos grupos salina e colite ulcerativa e grupos suplementados com glutamina. Sendo, [
Salina e W Colite os resultados estdo expressos como a média + EPM de 7-8 animais por grupo. *p <
0,05, one-way ANOVA, seguido de seguida de teste de Tukey.
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A Figura 22 A demonstra que o exercicio fisico aliado a suplementacdo em
animais com Colite Ulcerativa provocou aumento significativo (p< 0,05) do peso do
coracao por 100 g/p.c dos animais em relacdo ao grupo CU (0,44 + 0,04 vs. 0,34 +
0,01 g, respectivamente). Quanto ao peso o tecido epididimal (Figura 22 B)
observou-se que o grupo CU+ Ex aerdbio+ GLU tém menor peso (p< 0,05) por 100
gramas de peso corporal que o grupo CU (0,67 + 0,02 vs. 1,04 = 0,06 g,
respectivamente).

Na Figura 22 C demonstra que o exercicio fisico aliado a suplementacdo em
animais com Colite Ulcerativa provocou aumento significativo (p< 0,05) do peso do
baco em relacédo ao grupo CU (0,36 + 0,01 vs. 0,27 + 0,01 g, respectivamente).
Resultado semelhante foi encontrado no grafico 14 D, onde o grupo CU+ Ex aerdbio
+ GLU possui maior peso (p< 0,05) de figado que o grupo CU (2,78 £ 0,08 vs. 2,38 £
0,05 g, respectivamente).

Na Figura 22 E o efeito combinado o exercicio fisico e suplementacdo de
glutamina foi capaz de aumentar o peso dos rins significativamente em relacdo ao
grupo colite ulcerativa (0,82 £+ 0,05 vs. 0,66 + 0,01 g, respectivamente). Além disso o
grupo CU+ Ex aerébio + GLU tém maior peso (p< 0,05) renal por 100 gramas de
peso corporal que seu respectivo salina, SAL+ Ex aerdbio+ GLU (0,82 + 0,05 vs.
0,70 £ 0,01 g, respectivamente).



69

Figura 22. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina no peso

dos orgaos: coragéo, tecido epididimal, bago, figado e rins por 100 gramas de p.c,

em ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do exercicio fisico aliado a suplementagdo de glutamina no perfil dos pesos dos
orgaos: coracao, tecido epididimal, bago, figado e rins coragéo, bago, rins, tecido epididimal e figado
por 100 gramas de p. ¢, em ratos salina ou com colite ulcerativa. Sendo, [ Salina e B Colite os
resultados estdo expressos como a média + EPM de 8-12 animais por grupo. Para analise utilizou-se
one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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De acordo com o escore macroscopico da lesao tecidual colénica (Figura 23)
0 grupo CU obteve escore significativamente (p < 0,05) mais elevado que o grupo
salina (6,66 + 0,47 vs. 0,30 = 0,15), comprovando os extensos danos nos tecidos
colénicos ocasionadas pelo éacido acético. O grupo CU+ Ex aerdbio+ GLU
apresenta, maior lesdo tecidual (p< 0,05) que o seu respectivo salina, SAL+ Ex
aerébio+ GLU ((6,22 £ 0,59 vs. 0,25 + 0,16, respectivamente), resultado ja esperado.
Ressalta-se que o efeito do exercicio fisico aliado a suplementacdo ndo foram
capazes de diminuir significativamente os danos provocados pela colite ulcerativa,
de acordo com essa analise (6,22 + 0,59 vs. 6,66 + 0,47, respectivamente).

Em relacdo ao grafico 15 B, os ratos com colite ulcerativa (0,32 + 0,02 @)
possuem maior peso do célon por 100 g de p.c animal (p< 0,05) que o grupo salina
(0,19 + 0,11 g). O grupo CU+ Ex aerdbio+ GLU (0,39 + 0,02) possui maior peso do
colon (p< 0,05) que o grupo SAL+ Ex aerébio+ GLU (0,27 £+ 0,01). Dessa forma,
demonstra que o exercicio fisico aliado a suplementagcdo de glutamina ndo foram

eficazes em promover melhora da inflamacé&o do célon.
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Figura 23. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagédo de glutamina no perfil
do escore de lesdo macroscoépico e peso do coldn por 100 gramas de p.c do animal

em ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do exercicio fisico aliado a suplementagéo de glutamina no perfil do peso do célon e
escore macroscopico de lesdo coldnica em ratos salina ou colite ulcerativa. Sendo, [ Salina e B
Colite os resultados estéo expressos como a média + EPM de 8-12 animais por grupo. Para analise
utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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A indugédo da colite ulcerativa induz ao aumento da taxa de esvaziamento
gastrico em relagcdo ao grupo salina (76,58 + 4,91 vs. 47,61 + 4,48 ug/ml,
respectivamente), sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).
Verificou-se que o exercicio fisico aliado a suplementacdo de glutamina na colite
ulcerativa provocou diminuicdo significativa (p< 0,05) na taxa de EG quando
comparado ao respectivo grupo salina (54,39 + 4,83 vs. 83,70 + 9,09 ug/ml). O
exercicio fisico aliado a suplementacdo provocou atenuacdo no aumento da taxa de
EG provocada pela colite ulcerativa, entretanto ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos CU e CU+ Ex aerdbio+ GLU (76,58 + 4,91 vs. 54,39 +
4,83 ug/ml) (gréfico 24).

Figura 24. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina no

esvaziamento gastrico em ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do exercicio fisico aliado a suplementacédo de glutamina na alteragdo dos niveis de
acetominofeno em ratos salina ou colite ulcerativa. Sendo, [J Salina e B Colite os resultados estdo
expressos como a média + EPM de 7-11 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA,
seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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A inducdo da Colite Ulcerativa provocou um aumento significativo (p< 0,05)
dos niveis de nitrato/nitrito nos tecidos colbnicos de ratos quando comparado ao
grupo salina (0,10 £ 0,004 vs. 0,07+ 0,003 upM, respectivamente), todavia a
suplementacao de glutamina 1 g/kg de p.c provocou uma diminuicdo significativa (p<
0,05) dos niveis desse NOxs comparado ao grupo CU (0,08 + 0,001 vs. 0,10 £ 0,004
KUM). Vale ressaltar que entre os grupos com exercicio fisico aliado a glutamina nédo
houve diferenca significativa (0,08 = 0,001 vs. 0,09 = 0,002 uM), também néao foi
observado efeitos do exercicio fisico aliado a suplementacdo em relacdo ao grupo
CU (Figura 25 A).

Em relagdo aos niveis de MDA no tecido colbnicos de ratos, a figura 25 B,
mostra que a Colite Ulcerativa aumentou significativamente (p< 0,05) os niveis de
MDA em comparagcdo com o grupo salina (142,5 + 10,01 vs. 36,62 + 5,37 nmol/g,
respectivamente). Além disso, observou diferenca significativa (p< 0,05) entre os
grupos com acao do exercicio fisico aliado a suplementacdo (59,22 + 5,03 vs.
108,60 + 18,40 nmol/g). O Exercicio associado a suplementacdo nao foi capaz de
diminuir significativamente os niveis de MDA nos tecidos colénicos ocasionado pelas
lesbes da Colite Ulcerativa (108,60 + 18,40 vs. 1425 + 10,01 nmol/g,
respectivamente).

A andlise dos niveis de MPO demonstrou que a Colite Ulcerativa aumentou
significativamente (p< 0,05) a concentracdo de MPO guando comparado ao grupo
salina (6,32 £ 0,83 vs. 1,90 + 0,36 Ul/mg, respectivamente), além disso, o Exercicio
associado a suplementacédo nao foram capazes de diminuir significativamente os
niveis de MPO nos tecidos colbnicos de ratos com Colite Ulcerativa (4,77 + 0,41 vs.
6,32 + 0,83 Ul/mg, respectivamente) (Figura 25 C).

Na Figura 25 D demonstra que a Colite Ulcerativa provocou diminui¢cdo (p<
0,05) da atividade de SOD quando comparado com o grupo salina (0,90 £ 0,21 vs.
3,74 + 0,38 Ul/mgHb, respectivamente). Além disso, observou diferenca significativa
(p< 0,05) entre os grupos com acdo do exercicio fisico aliado a suplementagéo
(SAL+ Ex aerdbio + GLU: 4, 41 £ 0,52 vs. CU+ Ex aer6bio+ GLU: 2,02 £ 0,27).
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Figura 25. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina na

producao de NOxs, MDA, MPO e SOD em ratos salina ou colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do exercicio fisico aliado a suplementac&o de glutamina na producédo de NOx, MDA,
MPO e SOD em ratos salina ou com colite ulcerativa. Sendo, J Salina e ll Colite os resultados estao
expressos como a média + EPM de 5-09 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA,
seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos.
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A figura 26 demonstra os niveis das citocinas IL-18, IL-6 e TNF-a nos tecidos
colonicos de ratos. Observou-se que a Colite Ulcerativa provocou aumento
significativo (p< 0,05) em relacdo ao grupo salina (16,99 + 2,90; 7,52 £ 0,59 e 24,57
+ 4,71 vs. ND; 3,21 + 0,90 e 0,57 + 0,16 pg/mg) em todas as citocinas avaliadas,
caracterizando processo inflamatério no tecido lesionado. Além disso, a figura 26 B
observa-se que o grupo SAL+ Ex aerébio + GLU dispde de menor concentracao (p<
0,05) de citocina IL-6 que o grupo CU+ Ex aerobio + GLU (3,68 + 0,87 vs. 6,57 +
0,31 pg/mg).

As figuras 26 A e C também demonstram que o exercicio fisico associado a
suplementacdo foi capaz de diminuir significativamente (p< 0,05) os niveis de
citocinas, IL-1B e TNF-a quando comparado com o grupo CU (IL-1B: 9,14 + 1,50 vs.
16,99 + 2,90 pg/mg) (TNF- a: 3,82 + 0,57 vs. 24,57 + 4,71 pg/mg, respectivamente).
Estes resultados demonstram que o exercicio fisico associado a suplementacao de
glutamina reduz os niveis de citocinas do tipo IL-13 e TNF-a em danos colbnicos

ocasionados por acido acético.
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Figura 26. Efeito do Exercicio Fisico aliado a suplementagdo de glutamina na

producao de IL-1B3, IL-6, TNF-a em ratos salina ou com colite ulcerativa.
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Legenda: Efeito do exercicio fisico aliado a suplementacédo de glutamina na producao de IL-18, IL-6,
TNF-a em ratos salina ou com colite ulcerativa. Sendo, [J Salina e B Colite os resultados estdo
expressos como a média + EPM de 5-7 animais por grupo. Para analise utilizou-se one-way ANOVA,
seguida de teste de Tukey, com valores de *p < 0,05 como significativos e ND como dados nao
detectaveis.
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A tabela 06 demonstra os parametros histopatolégicos de tecidos coldnicos
de ratos tratados com exercicio aerobio e suplementagédo de glutamina com colite
ulcerativa. Observa-se que a colite ulcerativa ocasiona extensas lesdes
microscopicas, caracterizadas por danos hemorragicos, edema, perda de células
epiteliais e processo inflamatério (figura 27 D, E, F). Entretanto, o uso do exercicio
fisico aliado a suplementacdo em animais com colite ulcerativa ndo teve efeito

significativo nos parametros utilizados.

Tabela 06. Efeito do Exercicio Fisico aerébio aliado a suplementagdo no dano

microscopico colénicos induzido pela colite ulcerativa em ratos.

Danos Células Células
Grupos L Edema teliai f . Total
(n: 5-7) Hemorragicos (0-4) Epiteliais | Inflamatorias (0-14)
' (0-4) (0-3) (0-3)
SAL 0 (0-1) 0 (0-1) 0 0 (0-1) 0 (0-3)
CcuU 474 4(3-4)° 2(2-3)° 3(2-3)° 13 (11-14)®
SAL+
exf?;icc'g'o 2 (2-4) 3 (2-4) 1(1-2) 2 (2-3) 9 (7-12)
aerdbio+ GLU
CU+ exercicio
fisico aerébio 4" 4 (3-4) 2 (2-3)° 3 13 (12-14)°
+ GLU

Os dados apresentados sdo medianas com escores minimo e maximo exibidos entre parénteses.
Para andlise utilizou-se one-way ANOVA, seguida de teste de Tukey, com valores de p < 0,05 como
significativos. ? significa p < 0,05 quando comparado ao grupo salina, ® a0 grupo SAL+ EXERCICIO
FISICO aer6bio + GLU.
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10 x 40 X 100 x

SAL

Cu

SAL+ EF aerébio
+GLU

CU+ EF aerdbio
+GLU

Legenda: A-C e D-F sdo fotomiografias do colén dos grupos sedentarios (salina e colite ulcerativa,
respectivamente), enquanto que G-I e J-L sdo imagens histolégicas dos grupos exercicio aerébio com
suplementagdo de glutamina a 1 g/kg de p.c (salina e colite ulcerativa). As imagens D ao F
evidenciam que o tecido colénicos dos animais sofreram grande desarranjo estrutural, além de
processo inflamatério evidente. Entretanto, as imagens J-L demonstraram que a suplementagéo
protege o tecido colénicos, mas ainda se percebe grande processo inflamatério e diminuigdo da
lamina prépria. Ampliagado: 10x, 40x e 100X (esquerda para a direita).
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6. DISCUSSAO

A colite ulcerativa é caracterizada por uma resposta inflamatéria desregulada,
acompanhada de destruicdo tecidual. Atualmente os tratamentos para essa
patologia promovem frequentemente efeitos colaterais e induzem resisténcia a
terapia. Portanto, estratégias alternativas de tratamento Ss&80 necessarias
(HANAUER, 2006; AXELRAD; LICHTIGER; YAJNIK, 2016).

No presente estudo, demonstramos que a patologia da Colite Ulcerativa
induzida por acido acético a 4%, provoca lesdes colonicas extensas por todo o
orgao. A colite foi induzida em ratos pela instilacdo intra-colénica no célon, um
modelo que se assemelha a colite ulcerativa humana e que vem sendo usado de
forma extensa pela literatura em diferentes concentracdes (NAJAFI et al., 2016;
KASIMAY et al., 2006; CAKIR et al., 2004; ELSON et al., 1995).

O acido acético induz danos na mucosa e submucosa com formacéo de
Ulcera, alteracdes inflamatérias no colon, hiperemia e aumento do peso do colon
(PANDEY; VERMA; KUMAR, 2017; KUMAR et al., 2019). No presente estudo, essas
alteracdes forma observadas acompanhadas de modificacbes no ganho de peso
corporal animal, na taxa de esvaziamento gastrico e no peso de outros 6rgaos dos
animais.

Além disso, outros estudos com a inducdo de colite ulcerativa através do
acido acético observaram alteracdes na diminuicdo do conteido de muco, alteracéo
na atividade motora intestinal, mesmo em segmentos além do local da inflamacgéo
(AHMAD; VERMA; KUMAR, 2018; MANOUSOQS, 1965).

O modelo de inflamacdo do coélon foi desenvolvido primeiramente por
MacPherson e Pfeiffer em 1978, utilizando instilacéo intra-luminal de &cido acético. A
lesdo inicial neste modelo foi caracterizada por necrose e edema epitelial
significativo que se estendeu de forma variavel para a lamina préopria, submucosa ou
camadas musculares externas, dependendo das concentracbes e do tempo de
exposicdo ao acido acético.

A colite induzida por acido acético € um modelo facilmente induzivel, e
destaca-se por sua similaridade dos sinais clinicos e histopatologicos observados

em pacientes com a retocolite ulcerativa, evidenciando que esse protocolo
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experimental possui semelhanga com a inflamag&o intestinal humana aguda
(MACPHERSON; PFEIFFER, 1978; JURJUS; KHOURY; REIMUND; 2004).

No presente estudo, utilizou-se 1 ml de acido acético a 4%, os resultados
mostraram que a Colite Ulcerativa provoca diminui¢ao significativa no ganho de peso
corporal (A) em ratos, sendo esse resultado compativel com os estudos em
humanos (SILK, 1989). Em estudos clinicos, a grave perca de ganho de peso é
justificada por processos fisiopatolégicos complexos: dor pés-prandial, diarréia ou
anorexia, ma absorcdo e ma digestdo devido a doenca ativa, perda de proteina
atraves do intestino (BASTAKI et al., 2018).

Entretanto o exercicio fisico preveniu significativamente o efeito da patologia,
possivelmente isso esteja relacionado com a modificacdo da liberacdo de grelina e
leptina (SILK, 1989, TUZUN et al., 2004; BILSKI et al., 2013). Quin et al. (2017)
optaram por utilizar treinamento de natacdo durante 7 semanas (1 h/doul5h/d
em 5 dias / semana) e observou que o exercicio fisico alivia a colite induzida por
Dextrano Sulfato de Sédio (DSS) em ratos, devido a atenuacdo do ganho de peso
reduzida, encurtamento do coélon, diminuicdo da profundidade das criptas e
diminuicdo do estresse oxidativo e aumento da defesa antioxidante.

Semelhantemente, o uso da glutamina provocou aumento significativo no
ganho de peso animal, dessa forma, a suplementacdo desse aminoacido reverteu o
efeito da colite ulcerativa. Tal efeito, justifica-se pela acdo da glutamina em ter
fundamental papel na defesa imunolégica da barreira da mucosa intestinal,
participando da formacdo de imunoglobulinas, especialmente a IgA (CURI et al,
2005).

Além disso, a agdo em conjunta do Ex Aerébio e Glutamina provocou efeito
positivo em relagdo a perda do ganho de peso provocado pela Colite Ulcerativa,
entretanto foi notorio que em relacdo ao peso dos 6rgéos por 100 g/ de animal, os
resultados evidenciaram inflamacdo generalizada (aumento do peso do coracéo,
tecido epididimal, baco, figado e rins). Esse resultado pode ser explicado, pelo
exercicio fisico, onde esse provoca alteragbes no funcionamento de todos os
orgaos, aumentando o fluxo sanguineo, funcédo hepatica e renal, por exemplo
(TIRAPEGUI, 2008).

E importante ressaltar que a desregulacdo local da inflamacdo do colon
proveniente da Colite Ulcerativa também provoca impactos importantes e de longo

alcance sobre a tolerancia imunoldgica e hipersensibilidade em tecidos distais,
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incluindo articulagbes, musculos, pulmdo e sistema nervoso central (SNC)
(BORRELLO et al., 2011; D'JNCA et al., 2011; ROBERTS-THOMSON et al., 2011).

Evidéncias sugerem que a reducdo da capacidade anti-oxidante e aumento
da inflamacdo s&o as principais causas para Colite Ulcerativa (PRAVDA, 2005;
SEIDELIN, NIELSEN, 2009). As alteracfes iniciais resultam em modificacdo das
células da mucosa do colon, o que torna incapaz de excluir os antigenos bacterianos
fecais da submucosa invasora, levando a geracado de mediadores inflamatoérios pelas
células lesadas. Subsequientemente, isso leva ao recrutamento de leucécitos para o
local lesionado, agravando o dano ao célon. Os leucécitos sdo estimulados a
produzir Espécies Reativas de Oxigénio e citocinas inflamatorias exacerbando a
ulceracdo da mucosa e causando diarréia sanguinolenta (ZHU; LI, 2012; GYIRES et
al., 2014).

Os ratos com colite induzida por acido acético apresentaram destruicdo
macica epitelial e glandular, infiltragdo polimorfonuclear, ulceragdo, inflamagéao
submucosa e espacamento elevado entre as criptas de Lieberkihn, caracterizando
processo inflamatorio extenso. Também houve extensa renovacao epitelial,
provocando aumento de células-imaturas. Yao et al. (2017) afirmam que essas
alteracbes levam ao ressecamento da mucosa colbnica, provocando diarréia
repetida, muco, sangue e pus nas fezes e dor abdominal, dados esses observados
nos animais com a patologia, mas nao registrados no trabalho.

Em experimento realizado em humanos observou que pacientes com Colite
Ulcerativa em remissdo e o0s pacientes com Colite Ulcerativa aguda possuem
quantidades significativamente reduzidas de bactérias benéficas, além de
proliferacdo generalizada de bactérias oportunistas e prejudiciais no intestino, dessa
forma, com a alteracdo da estrutura histolégica, o organismo se torna susceptivel ao
contato com bactérias oportunista (BULLOCK; ESTANDE; GIBSON, 2004,
MARDINI; GRIGORIAN, 2014).

A barreira intestinal € composta por uma camada de muco, microorganismos
e uma unica camada de células epiteliais apoiadas por proteinas de juncéo
comunicantes. Outra barreira intestinal € o sistema imunolégico contendo uma
variedade de células, como células B, células T, células dendriticas e neutrofilos. A
disfuncdo destas barreiras intestinais resulta na translocagdo da microbiota

intestinal, metabolitos e outros produtos microbianos do Iumen intestinal para a
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corrente sanguinea, contribuindo para a progressdo da doenca (DUPONT et al.,
2014; MU et al., 2017; RAINER et al., 2018).

Dessa forma, o rompimento do equilibrio entre o rearranjo histolégico e a flora
intestinal, precipita a inflamacéo intestinal crdnica caracteristica das doencas
inflamatorias intestinais, como a Colite Ulcerativa (UCHIYAMA; NAITO; TAKAGI,
2019).

Para além da perda de peso, tanto os dados microscopicos como 0S
macroscopicos observados na Colite Ulcerativa induzida pelo acido acético foram
significativamente reduzidas nos grupos com exercicio fisico, seja anaerdbio ou
anaerébio. Da mesma forma, o uso da suplementagdo de glutamina reverteu 0s
efeitos da CU, provocando diminuicdo significativa no escore macroscépico, peso do
célon. Entretanto o grupo com uso concomitante do exercicio fisico e suplementacéo
nao obteve efeito na Colite Ulcerativa.

Sabe-se que o exercicio fisico moderado provoca melhora na funcéo
imunologica e anti-inflamatorios e protege contra doencas inflamatérias. Em animais,
evidéncias demonstraram que a corrida em esteira de intensidade moderada era
protetora contra a infec¢ao por influenza e alterou o equilibrio de Linfécitos Th1/Th2
direcdo a resposta Th2 anti-inflamatéria, levando a uma reducado proé-inflamacéo e
elevacdo das citocinas anti-inflamatorias, como a IL -10 e IL-4 (WOODS et al., 2009;
VIEIRA et al., 2009).

Nossos achados em relacdo a suplementacdo de glutamina, corroboram com
Filmann et al. (2007) e Kretzmann et la. (2008) que demonstraram que o tratamento
com 25 mg/kg de glutamina diminui acentuadamente a gravidade do dano
macroscopico e 0s escores histopatologicos em varios modelos experimentais de
Colite ulcerativa.

Tais resultados podem ser justificados pela reducdo da atividade da
mieloperoxidase e da expressao da sintase induzida do oxido nitrico, ciclooxigenase-
2 e moléculas de adesao, essa diminuicdo proporciona mudancas na cascata de
ativacédo do no fator nuclear kappa B (FILMAN et al., 2007; CRESPO et al., 20017).

Em relacdo aos resultados observados no grupo com uso de exercicio fisico e
suplementacdo. Acredita-se que tanto as células do intestino delgado como do
grosso, utilizam a glutamina como fonte de energia, constituindo-se o aminoéacido, o

maior substrato metabdlico para ambos, enterécitos e colondécitos, dessa forma, a
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glutamina pode ter sido desviado para uso catabdlico (KIGHT; FLEMING, 2003;
PLATELL; CAULEY; CULLOCH, HALL, 2009).

Nosso estudo observou que a Colite Ulcerativa provocou um aumento do
esvaziamento gastrico comparado a individuos saudaveis. Os disturbios do
esvaziamento gastrico em ratos com Colite Ulcerativa experimental foram
previamente sugeridos por Hugh et al., (1993) que pesavam o conteldo gastrico
apos a administracdo de dieta hiperlipidica, esses relataram que ratos com colite
induzida por acido 2,4,6-Trinitrobenzenesulfénico (TNBS) sofrem reducdo da
capacidade de esvaziamento gastrico, levando a reducdo da ingestédo de alimentos.

Em experimento realizado por refeicdo semiliquida contendo o corante azul
de evans para medir a motilidade gastrintestinal, observou que ratos com Colite
Ulcerativa por inducdo de TNBS sofriam de esvaziamento gastrico diminuido e um
centro geométrico reduzido de transito gastrointestinal (SCHEPPER et al., 2007).

Estudos realizados em humanos observaram alteragées no EG, nos tempos
de transito esofagico e do intestino delgado, além disso, a maior atividade da Colite
Ulcerativa esta relacionada com o retardo do esvaziamento gastrico e elevacédo da
liberacdo de peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1), mas o uso de terapia
farmacoldgica eficaz, o EG € acelerado e a liberacdo de GLP-1 diminui
significativamente (AUBE et al., 2002; KELLER et al., 2015; SALES et al., 2019).

Entretanto, foi observado que ambos os tipos de exercicio fisico provocaram
melhora na taxa de esvaziamento gastrico, pois 0s grupos com Colite Ulcerativa e
exercicio fisico ndo apresentaram diferenca significativa do grupo salina sedentario,
dessa forma, o exercicio fisico melhorou a taxa de esvaziamento gastrico alterada
pela colite ulcerativa.

Kasimay et al. (2006) demonstraram que seis semanas de exercicio voluntario
tém efeitos protetores em um modelo de colite induzida por acido acético. Cook et al.
(2015), aplicou 30 sessbes de treinamento de exercicio forcado em esteira
exacerbaram a inflamacgé&o na colite induzida por sulfato de sédio (DSS) de dextrano,
manifestada por episodios de diarreias excessivas e aumento da mortalidade animal.

Em experimento realizado durante trinta dias de corrida voluntaria em roda de
atividade, atenuou a expresséo génica inflamatéria no colon, reduziu a incidéncia de
diarreia e protegeu os camundongos da morbidade induzida pela colite (WLIU et al.,
2015). Nossos resultados, evidenciam que tanto o exercicio fisico aerébio como

anaerobio foi capaz de provocar modificagées nas taxas de esvaziamento gastrico.
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Entretanto, Costa et al. (2017) e Cavalcante et al. (2018) afirmam que a
intensidade do exercicio fisico parece ser um critério fundamental na avaliagdo da
taxa de esvaziamento gastrico, onde a maior intensidade causa maior distirbio na
mobilidade gastrica. Onde observa-se que 0 esvaziamento gastrico € diminuido com
exercicio em intensidades mais altas e geralmente mais aumentado quando o
exercicio fisico possui duragdo mais longa (COSTA et al.,, 2017; CAVALCANTE et
al., 2018).

Em estudo realizado por Uchida, Kobayyashi, Salito (2017) avaliando o efeito
de diferentes aminoacidos no esvaziamento gastrico em ratos observou que
histidina, cisteina, metionina, asparagina, arginina, lisina e glutamina
significativamente provocaram retardo e inibicdo do esvaziamento gastrico, onde a
glutamina inibiu significativamente o relaxamento adaptativo gastrico.

Em relacdo ao efeito da glutamina em ratos com colite ulcerativa, esse € o
primeiro estudo a propor a observacéo dos efeitos da suplementacédo de glutamina
no esvaziamento gastrico de ratos com colite ulcerativa induzida por acido acético.

Comparado a glutamina, o extrato aquoso de Ficus Carica, aumentou
significativamente os niveis de esvaziamento gastrico, além de reduzir a gravidade
da constipacao induzida por colite ulcerativa, demonstrado por parametros fecais,
conteldo de agua, indicadores de estresse oxidativo, metabolismo lipidico e
mediadores intracelulares (RTIBI et al., 2018).

Observou-se que a concentracdo MPO e de malondialdeido, um produto final
da peroxidacdo lipidica, foi significativamente reduzido em grupos tratados com
exercicio fisico. Similarmente, os niveis de SOD foram significativamente
aumentados em grupos tratados exercicio fisico. Sabe-se que a infiltracdo de
neutrofilos, a formacédo de radicais livres e 0 aumento do estresse oxidativo estdo
entre os fatores causais estabelecidos na colite ulcerativa (FARD et al.,, 2016;
BASTAKI et al., 2018).

Dessa forma infere-se que alguns dos efeitos benéficos do exercicio fisico
decorrem da diminui¢do do estresse oxidativo no tecido coldnico inflamado. Alguns
ensaios clinicos e experimentais implicaram estresse oxidativo na colite ulcerativa,
em que o agravo da producédo EROs e NOs gerado por neutrofilos ativados, causam
lesao intestinal (ZHUN, 2012, QUIN et al., 2017).

Acredita-se que o exercicio fisico provoque a reducdo de espécies reativas ao

oxigénio e nitrogénio, reestabelecendo o nivel adequado através de estimulo leve a
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expressédo de enzimas antioxidantes, que entdo mantém a homeostase oxidante /
antioxidante (ACHAMRAH; DECHELOTTE; COEXERCICIO FiSICOFIER, 2017).

Colite induzida por TNBS em ratos induzidos ao EXERCICIO FiSICO de
corrida em esteira (5 dias / semana) por 6 semanas, provocou O aumento
significativo da cicatrizacdo da colite e regulou negativamente a expressao de IL-183,
TNF-a e o fator 1-a induzido por hipdoxia na mucosa do coélon e diminuiu
significativamente os niveis plasmaticos de IL-1B, TNF a, indutor fraco de apoptose
tipo TNF (TWEAK) e os niveis de leptina (BILSKI et al., 2015).

A glutamina € precursora essencial do glutationa, o qual em condi¢des de
estresse atua como antioxidante, protegendo os tecidos da acéo dos radicais livres
(ROGGENBUCK et al., 2014). A diminuicdo da permeabilidade vascular, estaria
perfeitamente explicada pela protecdo das células endoteliais a injuria causada
pelos radicais livres, mantendo a integridade das jungdes celulares (ZHUN, 2012).
Outros estudos, afirma que a acdo protetora da glutamina, sobre as células
endoteliais, por se constituir em fonte de energia através da geracdo de ATP
(SCHELTINGA et al., 1991).

Nossos estudos evidenciam diminuigdo do estresse oxidativo, observado pela
diminuicdo significativa da produgcao NOxs, MDA, MPO e aumento da atividade de
enzima antioxidante, SOD. Segundo Crespo et. al., (2012) a suplementacédo de
glutamina, através da sua acéo antioxidante, evita as lesdes das células endoteliais
pelos radicais livres, e também aumenta a resisténcia das juncdes intercelulares, o
qual por sua vez, evitaria a migracdo de neutrdéfilos resultando em menor producao
de citocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Tem sido demonstrado que a administracao oral da glutamina estimula a sua
captacdo através do incremento da atividade da enzima glutaminase (SAN MIGUEL
et al.,, 2010). O metabolismo acelerado da glutamina na mucosa intestinal no
momento da injuria poderia ser benéfico, melhorando a funcéo intestinal durante seu
reparo (CRESPO et al., 2012).

No modelo TNBS de doenca inflamatoria intestinal em ratos, foi demonstrado
que a administracdo profilatica de glutamina esta associada a diminuicdo das
substéncias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e ao aumento dos niveis de
glutationa na mucosa do célon. Um mecanismo pelo qual a glutamina parece
exercer seus efeitos benéficos parece estar correlacionado com a biossintese da

glutationa, uma vez que € o precursor do glutamato usado para a sintese da
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glutationa. O presente achado de que a glutamina previne aumentos na
concentracdo de TBARS ap0ls 2 e 7 dias de indugdo, sustenta que a inibicdo do
estresse oxidativo contribui para a atenuacdo do dano colénico pela glutamina (SAN
MIGUEL et al., 2010).

Contudo, observa-se que o exercicio fisico previne os efeitos da colite
ulcerativa em ratos, melhorando o estresse oxidativo, ou seja, promovendo
diminuicdo da formacéo de radicais livres e aumentando a atividade de enzimas
antioxidantes como a SOD, além disso, promove a diminuicdo do processo
inflamato6rio e proporciona protecdo a arquitetura histolégica. Enquanto que a
suplementacdo de glutamina 1 g/kg de p.c ndo foi capaz de proteger a arquitetura
tecidual, mas promoveu melhora no processo inflamatério e estresse oxidativo.

O uso concomitante do exercicio fisico e suplementacdo de glutamina ndo
proporcionou protecdo em ratos com colite ulcerativa. Entretanto sdo necessarios
novos estudos afim de avaliar novas alternativas para a prevencao e tratamento nos

disturbios gastrintestinais associados a colite ulcerativa.



87

. CONCLUSAO

O exercicio fisico e a suplementacdo de glutamina foram capazes de diminuir o
peso corporal, peso do colon e escore de lesdo colénica macroscopica em ratos
com Colite Ulcerativa, entretanto o uso concomitante de ambos néo obteve
efeito satisfatorio.

A Colite Ulcerativa provocou aumento do esvaziamento gastrico, enquanto que o
exercicio fisico e a suplementacdo e seu uso concomitante tiverem efeito
inibitério em relacdo as alteracGes provocadas pela patologia.

A Colite Ulcerativa provocou aumento dos niveis dos marcadores do estresse
oxidativo: NOxs, MDA, MPO e a diminuicdo da atividade de SOD, além disso,
ambos os exercicios fisicos preveniram a acdo da Colite Ulcerativa nos tecidos
colbnicos. A suplementacdo também foi preventiva nas alteracdes dos niveis dos
marcadores do estresse oxidativo.

A inducao da Colite Ulcerativa com acido acético provocou processo inflamatoério
tecidual com aumento dos niveis de IL-13 e IL-6 e TNF-a. Ambos os exercicios
fisicos, suplementacdo de glutamina e 0 uso concomitante dos mesmos
provocaram diminuic&o significativa nos niveis de citocinas teciduais.

A Colite Ulcerativa provocou alteracfes fisiopatoldgicas avaliadas pelos danos
hemorragicos, edema, descamacao epitelial e processo inflamatério: aumento de
neutréfilos e células mononucleares. Entretanto ambos os exercicios fisicos
protegeram a estrutura histolégica do tecido, enquanto que 0 uso da
suplementacdo de glutamina e uso concomitante da glutamina e exercicio fisico
nao foram capazes de reverter o processo inflamatorio da Colite Ulcerativa.
Conclui-se desta forma, que ambos os exercicios fisicos foram capazes de
prevenir os efeitos da colite ulcerativa, enquanto que a suplementacdo de
glutamina e o uso aliado da glutamina e exercicio fisico ndo obtiveram
resultados satisfatorios, entretanto sdo necessarios mais estudos acerca da

tematica.
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