PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

) ESCOLA DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

MESTRADO

MARCELLA GARCEZ DUARTE

INFLUENCIA DA ATIVIDADE FiSICA NAS CITOCINAS
INFLAMATORIAS E RESPOSTA IMUNE EM MODELO ANIMAL DE
ENDOMETRIOSE EXPERIMENTAL

CURITIBA
2017



INFLUENCIA DA ATIVIDADE FiSICA NAS CITOCINAS
INFLAMATORIAS E RESPOSTA IMUNE EM MODELO ANIMAL DE
ENDOMETRIOSE EXPERIMENTAL

Dissertagdo apresentada ao programa de Pods-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Escola de
Medicina da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana, como parte dos requisitos para obtencao do

titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador Prof. Dr. Luiz Cesar Guarita Souza

Co-orientadora Prof.2 Dr.2 Vivian Ferreira do Amaral

CURITIBA
2017



Dados da Catalogagdo na Publicacéo
Pontificia Universidade Catolica do Parana
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/PUCPR
Biblioteca Central

D812i
2017

Duarte, Marcella Garcez

Influéncia da atividade fisica nas citocinas inflamatorias e resposta imune
em modelo animal de endometriose experimental / Marcella Garcez Duarte ;
orientador: Luiz Cesar Guarita Souza ; coorientador: Vivian Ferreira do Amaral.
—2017.

83f.:il.;30cm

Dissertacdo (mestrado) — Pontificia Universidade Catdlica do Parana,
Curitiba, 2017
Bibliografia: f. 74-80

1. Ciéncias da Saude. 2. Endometriose. 3. Citocinas. 4. Exercicios fisicos.
5. Resposta imune - Regulamento. |. Souza, Luiz Cesar Guarita. |. Amaral,
Vivian Ferreira do Il. Pontificia Universidade Catolica do Parana. Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude. lll. Titulo.

CDD 20 ed. - 610




dh

gﬁ% Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Gl pl g L

@\!‘@9 Escola de Medicina
(et Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude
PUCPR

ATA DA SESSAO PUBLICA DE EXAME DE DISSERTACAO DO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE EM NIVEL
DE MESTRADO DA PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA.

Aos cinco dias do més de dezembro de 2017 as 13hs e 00min., realizou-se a sesséo publica de
Defesa de Dissertacdo “Influéncia da atividade fisica nas citocinas inflamatérias e
resposta imune em modelo animal de endometriose experimental” apresentado por
Marcella Garcez Duarte para obtengdo do titulo de mestre; Area de concentracdo: Medicina
e areas afins.

A banca examinadora foi composta pelos seguintes membros:

MEMBROS DA BANCA ASSINATURA
/i

Prof. Dr. Luiz Cesar Guarita de Souza— Presidente
{PUCPR)

Prof. Dr. Julio Cesar Francisco —- ( UP)

Prof. Dr. Thyago Proenca de mORAES (PUCPR)._

{ '
De acordo com as normas regimentais a Banca Examinadora deiibe_r_l:sobre os conceitos a

serem distribuidos e que foram os seguintes:

D
Prof. Dr. Luiz Cesar Guarita de Souza Conceito: M m(’ﬁm

Prof. Dr. Julio Cesar Francisco Conceito: ﬁ')r«. é’é}'}'?

Prof. Dr. Thyago Proenca de Moraes Conceito: ( }' ool (L&

Parecer Fina;l: A’(>f’\2) kﬁ{/iﬂ(-

Observagdes da Banca Examinadora:

,.”/ /
W’( fo-’D- Llstiga Pellegring Razps
Prof. Dr. Luiz Cesar Guarita de Souza T4 Fi@ﬂ@ﬂedvégnma Baena
Presidenté da Banca Examinadora Coordenadcg; ?ﬁm bt S PUCPR

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 — Prado Velho — CEP 80215-901
Tel./Fax: (41) 3271-2285 ~ E-mail: ppgcs@pucpr.br
www.pucpr.br — Curitiba —~ Parana — Brasil



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

DEDICATORIA

Dedico esta grande conquista a minha familia que me incentiva e apoia em
todos os momentos. Meu esposo Oscar, alicerce e companheiro de caminhada, meus
filhos Jodo Anténio e Maria Amélia, principais motivos da minha existéncia e minha

mée Joseli, minha raiz e referéncia. Meu amor mais profundo a vocés.



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

AGRADECIENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Cesar Guarita Souza por ter, sem
objecdes, se disponibilizado a ser meu orientador na fase final do estudo, pela
oportunidade e honra de concluir com brilhante orientagao.

A minha co-orientadora Prof.2 Dr.2 Vivian Ferreira do Amaral, pela confianca
em mim depositada, pelos seus ensinamentos, pelas suas orientagdes, pelo seu
tempo dedicado a elaboragdo, execucgao, apresentacdo e publicagdo deste
trabalho, mesmo quando ndo mais teria obrigatoriedade formal. Seus
conhecimentos, seu comprometimento, sua generosidade e sua amizade foram
condicionais para a viabilidade deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Mayora Aita que foi orientador durante todo o
periodo de analise laboratorial, pelos direcionamentos e auxilio na execugao deste
projeto.

A colega de profissdo, Caroline Peschel Alves Brustolin Iplinski, que durante
o Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica nesta universidade, foi
responsavel pela fase inicial deste projeto de pesquisa, a qual executou com
maestria, responsabilidade e exceléncia.

Ao Prof. Dr. Ricardo Correa Cunha, pela importante colaboracdo e
direcionamentos referentes a area de fisiologia do exercicio que compde o estudo.

Ao Prof. Dr. Julio Cesar Francisco, pela conduta ética, pelo auxilio e pelas
orientagdes durante toda a fase experimental deste projeto.

A colega de mestrado Elaine Doff Sotta, pela inestimavel colaboracéo
durante o processo de analise laboratorial deste estudo.

A Prof.2 Marcia Olandowski, pelos ensinamentos em bioestatistica e pela
colaboracao nas analises estatisticas, condicionais para as conclusdes obtidas.

A Jane Fabia Doménica, secretaria do Programa de Pés-graduacdo em
Ciéncias da Saude, por sua toda sua atencao, disponibilidade e profissionalismo.

A esta Universidade e aos professores do Programa de Pés-graduacdo em
Ciéncias da Saude, que direta ou indiretamente, em todas as fases, com aulas,

seminarios, orientagdes e avaliagdes, colaboraram com este projeto de pesquisa.



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

EPiIGRAFE

“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez”.

George Bernard Shaw



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

RESUMO

A endometriose € uma doenca crbénica, de alta prevaléncia, que até o momento
ndo conta com protocolos de tratamento especificos nem cura definitiva.
Considerando que a pratica de atividade fisica tem efeito benéfico e faz parte do
arsenal terapéutico de doengas cronicas inflamatérias, procuramos observar as
eventuais influéncias da pratica de atividade fisica em ratas submetidas a
endometriose experimental. OBJETIVO: Analisar a influéncia dos modos de
exercicios fisicos nos niveis séricos de citocinas inflamatdrias de ratas com
endometriose experimental, para avaliar se a pratica pode auxiliar no tratamento
da doenga. METODOS: O estudo experimental foi realizado com 40 ratas,
distribuidas aleatoriamente em 4 grupos de 10 animais. Trés grupos que
praticaram atividade fisica, anaerdbica (G1), aerobica (G2), aerdbica e anaerdbica
combinadas (G3) e um grupo controle com ratas sedentarias (G4) por 3 semanas.
O tamanho dos implantes de endometriose, as interleucinas IL-2, IL-4 e o TNF-a
sérico foram medidos antes e apds a pratica da atividade fisica. RESULTADOS:
Para todos os grupos foi realizada a classificagao histologica de Keenan, no inicio
da atividade fisica e na eutanasia. No G1 que aparentemente nao havia
apresentado diferencgas significativas na analise macroscépica, as medidas das
citocinas IL-2, IL-4 e TNF-a apresentaram alteragcées expressivas. O G2 que fez
atividade aerobica e apresentou reducdo significativa no tamanho meédio dos
implantes, teve aumento da IL-4. No G3, que praticou e somou os tempos das
duas modalidades, nao houve importante diferenga nas citocinas. O G4, controle,
apresentou discreto aumento no tamanho médio dos implantes e ndo teve
diferengas significativas nas citocinas. CONCLUSAQ: Os resultados sugerem que
a pratica moderada de atividade fisica parece ser benéfica na endometriose,
enquanto que o treino excessivo pode causar alteragdes na liberacdo de citocinas

e na resposta imune, que agravam a doenga como o sedentarismo.

PALAVRAS-CHAVE: Endometriose; Inflamacgao; Citocinas; Atividade fisica;

Resposta imune.
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ABSTRACT

Endometriosis is a chronic disease, of high prevalence, that until now has no
specific treatment protocols or definitive cure. Considering that the practice of
physical activity has a beneficial effect and is part of the therapeutic arsenal of
chronic inflammatory diseases, we try to observe the possible influences of the
practice of physical activity in rats submitted to experimental endometriosis.
OBJECTIVE: To analyze the influence of physical exercise modes on the serum
levels of inflammatory cytokines of rats with experimental endometriosis, in order to
evaluate if the practice can help in the treatment of the disease. METHODS: The
experimental study was performed with 40 rats, randomly assigned to 4 groups of
10 animals. Three groups that practiced physical, anaerobic (G1), aerobic (G2),
aerobic and anaerobic combined (G3) and a control group with sedentary rats (G4)
for 3 weeks. The size of the endometriosis implants, interleukins IL-2, IL-4 and
serum TNF-a were measured before and after physical activity. RESULTS:
Histological classification of Keenan was performed for all groups at the beginning
of physical activity and in euthanasia. In the G1 that apparently did not present
significant differences in the macroscopic analysis, the measurements of IL-2, IL-4
and TNF-a cytokines presented significant alterations. The G2, which performed
aerobic activity and presented a significant reduction in the mean size of the
implants, had an increase in IL-4. In G3, which practiced and summed the times of
the two modalities, there was no significant difference in the cytokines. The G4,
control, showed a slight increase in the mean size of the implants and did not have
significant differences in the cytokines. CONCLUSION: The results suggest that
the moderate practice of physical activity seems to be beneficial in endometriosis,
whereas excessive training may cause changes in the release of cytokines and

immune response, which aggravate the disease as a sedentary lifestyle.

KEYWORDS: Endometriosis; Inflammation; Cytokines; Physical activity; Immune

response.
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1. INTRODUGAO
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A endometriose pélvica € uma afecgdo ginecoldgica inflamatoria crénica,
dependente de estrogénio, prevalente em 10 a 15% da populagdo feminina
durante a menacme. Pode ser definida como o crescimento do tecido endometrial,
glandula e/ou estroma, em outros tecidos além do utero, que sofre a mesma
mudanga histologica ciclica do endométrio uterino. (RIAZI et al, 2015)

Patologia de dificil diagnéstico, exerce importante impacto negativo na
saude e bem-estar fisico, mental e social das mulheres acometidas. Conhecida
por suas repercussdes associadas a uma grande variedade de sintomas como
dismenorreia, dispareunia, dor pélvica e infertilidade. A endometriose tem sido
estudada nos ultimos anos, com o objetivo de esclarecer aspectos ainda nao
totalmente esclarecidos como fatores de risco, etiologia, prevengao, tratamento,
infertilidade e recidivas. (SELI et al, 2003)

Varios estudos descrevem a relagao entre as citocinas e a endometriose,
pois as concentracdes elevadas no fluido peritoneal de pacientes acometidas
podem resultar de variacbes na sintese das mesmas por linfécitos, macréfagos,
implantes ectépicos e células mesoteliais. As citocinas podem participar no
desenvolvimento da doenga em diferentes situacdbes como a migragdo de
macrofagos na cavidade peritoneal, a adesdao das células endometriais ao
peritdnio, a adesado das células estromais a fibronectina e ainda na angiogénese
para a manutencgéo dos implantes no peritdnio. (HARADA et al, 2001)

Os efeitos protetores do exercicio fisico regular ja foram amplamente
descritos no tratamento de varias doencas inflamatdrias crbénicas. A atividade
fisica moderada e regular pode aumentar os niveis sistémicos de citocinas com
propriedades anti-inflamatérias e melhorar as respostas do sistema imune. Apesar
das atividades inflamatorias e imunomoduladoras serem bem conhecidas, ndo é
possivel apontar o real papel do exercicio fisico na endometriose com base na
literatura cientifica atual. (BONOCHER et al, 2014)

Para elucidar se o exercicio fisico € capaz de interferir no desenvolvimento
da doencga, os estudos com modelos experimentais de endometriose se justificam
por caracterizarem o curso da doencga, além do tipo e intensidade de exercicio

fisico com efeitos preventivos e curativos. (BONOCHER et al, 2014)
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2. REVISAO DA LITERATURA
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Endometriose pélvica

A endometriose pélvica € uma doenga crbnica, inflamatoéria, estrogénio
dependente, responsavel por sintomas como dor pélvica, dismenorreia e
infertilidade. Apds décadas de pesquisa, algumas teorias para explicar o
desenvolvimento da endometriose foram propostas, mas nenhuma alcancou a
unanimidade. Duas antigas correntes de hipoteses sugerem sua etiopatogénese, a
teoria da transformacdo de mesotélio em tecido endometrial, conhecida como
metaplasia celémica, proposta em 1919 por Meyer e a mais aceita, chamada de
teoria da menstruacao retrégrada, descrita por Sampson em 1927, propds que a
endometriose resulta do implante de células endometriais provenientes de refluxo
de sangue menstrual, originario da cavidade uterina para a cavidade abdominal,
através das trompas. Porém achados recentes descrevem que para ocorrer a
implantacao de células endometriais, deve haver um ambiente hormonal favoravel
e condigdes imunoldgicas ineficazes na eliminagdo dessas células ectopicas, além
de outros fatores como exposigdes ambientais, predisposi¢do genética, estresse
oxidativo e presenca de inflamagao sistémica. (MEHEDINTU et al, 2014)

Desde as primeiras descricdes, a endometriose tem se mostrado uma
doenga de dificil diagnéstico e abordagem terapéutica. As mulheres acometidas,
na maioria das vezes, dependem de métodos invasivos tanto para o diagndstico
com confirmacédo histologica, como para o tratamento cirurgico pela exérese das
lesdes. Os estudos atuais se concentram na pesquisa dos fatores em virtude dos
quais as mulheres desenvolvem a doenga, para que os esforcos sejam
direcionados a melhorar as formas de diagnostico, tratamento e prevencdo de
recidivas. (AHN et al. 2015)

A inflamacgao é um fator de risco para varias doencgas crénicas tais como
aterosclerose, deméncias, artropatias, doencas inflamatérias intestinais e
endometriose. No caso da endometriose é bem possivel que a inflamagéao seja
causa e também consequéncia. (HUGHES et al, 2015)

A reacao inflamatéria é o mecanismo de defesa do organismo contra uma

lesdo tecidual causada por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos. No processo

14
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inflamatorio, células imunologicamente competentes sdo acionadas para inativar
ou destruir microrganismos, remover substancias irritantes e proteinas
antigénicas, além de iniciar a reparagao dos tecidos. Este mecanismo de defesa
geralmente é benéfico, porém efeitos indesejaveis ocasionados por uma resposta
excessiva podem evoluir para les&o tecidual progressiva. (WEISS et al, 2009)

O inicio, a manutencao e o fim da resposta inflamatéria sdo processos que
envolvem varios tipos de células e mediadores humorais, além de inumeras
substancias, sendo o grupo das citocinas o mais importante. As citocinas séo
polipeptidios secretados por diferentes células em resposta a microrganismos ou
outros antigenos, que alteram fungdes em células alvo. Elas agem localmente ou
em sitios distantes e podem regular importantes processos biolégicos, como
crescimento celular, ativagao celular, inflamacgéo, imunidade, reparacéo tecidual,
fibrose e morfogénese. (MAYBINA; CRITCHLEYA; JABBOURB, 2011)

O processo inflamatério € desencadeado com a liberacdo de mediadores
quimicos que podem ser aminas, lipidios ou peptideos e seus metabdlitos que se
originam nos tecidos atingidos e nas células migratérias. Esses mediadores
provocam disturbios na membrana celular que determinam a ativacdo de
marcadores inflamatérios especificos e respostas imunolégicas. (MALUTAN et al
2015)

Sistema imunolégico e endometriose

Alteragdes do sistema imunoldgico, que ndo consegue identificar e destruir
tecido endometrial ectopico estdo entre as teorias sobre as causas da
endometriose. Muitos estudos apontam alteracdes funcionais dos linfocitos em
resposta aos antigenos nas portadoras de endometriose, que estido associadas a
variagdes na liberacdo de citocinas que desempenham um papel decisivo na
resposta imune e etiologia da doenga. (PODGAEC et al, 2010)

Cada vez mais o papel do sistema imunologico na endometriose é

foco das investigagdes cientificas e muitas anormalidades tém sido observadas.
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Na teoria da menstruagdo retrograda, o raciocinio mais recente afirma que as
células endometriais na cavidade peritoneal devem ser eliminadas pelo sistema
imunoldgico antes de se implantarem e se isso nao ocorrer adequadamente, a
doencga € desencadeada devido aos mecanismos de reposta imunologica celular e
humoral. Participam da resposta imune celular, linfocitos T, macréfagos,
mondcitos e células natural killer (NK) e da resposta imune humoral, linfécitos B
através da producgdo de anticorpos, que tém a fungcédo de neutralizar o antigeno
indutor da disfungéo. (ULUKUS et ARICI, 2005)

Células endometriais fora da cavidade uterina sdo identificadas como
antigenos e alvos de reacdo imunoldgica local que envolve células como
macrofagos, células NK e linfocitos T. Os macréfagos agem fagocitando e levando
o antigeno aos linfécitos T, através das moléculas de histocompatibilidade (MHC)
na superficie celular. Existem dois tipos de MHC, as moléculas de classe | e as de
classe Il. Quando o antigeno se liga a MHC de classe I, linfocitos T citotdxicos séo
atraidos e liberam substancias letais responsaveis pela morte da célula alvo.
Quando a ligagéo ocorre com a MHC de classe Il, s&o atraidos os linfécitos T
auxiliadores que nao possuem acao citotoxica direta, mas sdo capazes de
secretar citocinas com diversas funcdes e estas citocinas podem ser fatores chave
na etiopatogénese da endometriose. (BERKKANOGLU et ARICI, 2003)

As principais fungdes dos epitélios sdo protecdo, absorcdo e secrecdo. As
células epiteliais do endométrio secretam citocinas como IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-8
que participam das respostas imunoldgicas e sao reguladoras das células T, que
frequentemente estdo alterados em mulheres com endometriose. As células T
auxiliares (células Th) sdo um subgrupo de linfocitos que liberam citocinas e estas
desempenham papel fundamental nas fungdes do sistema imunolégico. As células
Th se diferenciam em duas linhagens principais, a Th1 e a Th2, cada uma com
diferentes fungdes e perfis de producdo de citocinas. As células Th1 produzem
IFN-y, TNF-B e IL-2, que ativam macrofagos e sao responsaveis pela imunidade
mediada por células e pela protegdo contra patdégenos intracelulares. As células
Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, que promovem a imunidade

humoral e sdo responsaveis pela producdo de anticorpos, pela inibicdo de
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macrofagos e pela protegcdo e contra patdogenos extracelulares. Th1 e Th2 se
desenvolvem de maneira antagdnica para induzir as respostas imunes especificas

€ necessarias para cada situacéo. (PODGAEC et al, 2007)

Células Th1 e Th2

Na década de 80, Mosmann e Coffman observaram dois subtipos de
linfocitos auxiliadores, em ratos, com diferentes padrdes na secrecao de citocinas
e outras funcdes. Desde entdo, outras pesquisas foram realizadas e tornaram os
efeitos da resposta Th1 e Th2 em doengas uma importante area de pesquisa em
sistema imunologico. Quanto a etiopatogenia da endometriose este parece ser um
caminho bastante promissor. (MOSMANN et COFFMAN, 1989)

O contato dos linfécitos Th virgens (Th zero) com o antigeno, pode originar
dois tipos de respostas, conhecidas como Th1 e Th2, que dependem de fatores
como a natureza das células que apresentam o antigeno, da via de exposigédo ao
mesmo, das citocinas envolvidas, da afinidade e interacdo do antigeno / complexo
de histocompatibilidade / receptores dos linfécitos T. (ULUKUS et ARICI, 2005)

Quando ligado ao antigeno, se o linfécito Th virgem sofre estimulo de
citocinas especificas como IL-2 e ocorre resposta imune Th1 que se caracteriza
pela producdo de TNF-a e IFN-y, desencadeia um processo imune celular que
envolve macrdéfagos, células “natural killers” (NK), linfocitos T citotoxicos e a
secrecdo de outras citocinas. Quando ha contato do antigeno com o linfécito Th
virgem e estimulo de IL-4, ocorre a resposta Th2, que concursa com maior
producdo de IL-4, além da producgao de IL-5, IL-10 e IL-13, que atraem linfocitos B
e desencadeiam resposta imune humoral, produgdo de Imunoglobulina E e
ativacao de eosindfilos. (WU et al, 2000)

Os linfocitos T produzem citocinas que tém importantes fungdes no sistema
imunoldgico, tanto em resposta celular aos antigenos intracelulares, que resulta na
diferenciagao dos linfocitos CD4 e CD8 em linfocitos T auxiliador tipo 1 (Th1) que

se caracterizam pela produgdo de interferon gama (IFN-y), fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL-2), como em resposta humoral a
antigenos extracelulares que resulta na diferenciagao linfécitos CD4 e CD8 em
linfocitos T auxiliadores tipo 2 (Th2) caracterizados pela produgao de IL-4 e IL-10.
(BENJAMINI et al, 2002)

As respostas das células Th1 e Th2 se inibem mutuamente, pois citocinas
derivadas de Th1, como IFN-y que inibe o desenvolvimento de células Th2,
enquanto que citocinas derivadas de células Th2, como IL-4 e IL-10, suprimem
respostas Th1. O equilibrio Th1/Th2 € indicador das fungbes imunes e foco de
varias investigacdes nas ultimas décadas e por enquanto n&o ha total consenso
na literatura quanto a todas as suas implicagdes. Relatos associam o desequilibrio
Th1/Th2 a varias disfungbes organicas e patologias. (BENJAMINI et al, 2002)

As repostas Th1 e Th2 podem ocorrer a0 mesmo tempo, mas ha uma
predominancia de uma ou de outra, de acordo com a situagcdo e com as citocinas
presentes. Células Th1 atuam contra células neoplasicas, agentes patogénicos
intracelulares e na resposta de hipersensibilidade tardia a antigenos virais e
bacterianos, ja as células Th2 agem na protecéo contra patdgenos extracelulares.
(MOSMANN et COFFMAN, 1989)

O equilibrio entre células Th1 e Th2 pode contribuir para 0 mecanismo de
defesa imunoldgica contra a endometriose, pois geralmente as células T tém
atividade diminuida na endometriose, especialmente as células Th1 e o aumento
dos niveis de citocinas especificas como IL-4 e IL-5 na endometriose favorece o
dominio da fungao das células Th2, que resulta em desequilibrio imunolégico. (Wu
et Ho, 2003)

A relacdo Th1 e Th2 pode também ser associada a infertilidade, pois para
que a gestagdo ndo seja reconhecida pela mae como um corpo estranho, s&o
produzidas células e citocinas pelas células da resposta Th2, aumentando as
concentragbes de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 durante a gravidez normal.
Mulheres que apresentam falha na implantacdo embrionaria parecem apresentar
um desvio no equilibrio das repostas Th1/Th2, apresentando uma maior resposta

Th1. Em pacientes com endometriose, ainda n&o ha pleno conhecimento sobre as
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interacbes especificas entre as citocinas envolvidas e a predominancia de cada
tipo de resposta linfocitaria. (MILLER et al, 2016)

Resposta Imune Thl e Th2

Antigeno

\ Macrofago Linfocito T

Antigeno

L2 IL4

Célula NK

Mastocito

L2

TNF-a l, Th precursor ', L4

Macrofagos, Células MK, Células B,
Citocinas Imunogobulinas

Figura 1. Resposta imune Th1/Th2 (adaptada de BENJAMINI et al, 2002).
Quando as células dos tecidos linféides secundarios encontram um
antigeno, podem liberar citocinas que estimulam os linfécitos ThO (precursores)
que sao capazes de se diferenciar em células inflamatdrias Th1 ou em células
auxiliares Th2, que se diferenciam pelas citocinas que produzem (Figura 1). Uma
célula ThO se torna Th1 ou Th2 por agdo das citocinas no meio, que sao
influenciadas pelo antigeno. Alguns antigenos estimulam a produgao de IL-4 que
levam a formacgédo de células Th2 enquanto que outros antigenos aumentam a
producao de IL-2, que favorece a geragao de células Th1. As citocinas produzidas
pelas células Th1 ativam macrdéfagos e participam na geragcdo de células T,
resultando em uma resposta imune mediada por células. As citocinas produzidas
pelas células Th2 ajudam a ativar células B, resultando na imunidade humoral com
a produgao de anticorpos. (BENJAMINI et al, 2002)
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Citocinas e endometriose

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular e participam de
diferentes etapas da resposta imune como mitose, angiogénese, quimiotaxia, e
diferenciagao celular, atuam como mensageiras e reguladoras da atividade de
células do sistema imune. Neste grupo de substancias estdo incluidas, entre
outras, as chamadas interleucinas (IL), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
(HARADA et al, 2001)

A familia IL-1 compreende varias citocinas pro-inflamatorias, geralmente
produzidas por mondcitos, macréfagos, células endoteliais, musculares lisas e
plaquetas ativadas. Pacientes com endometriose podem apresentar niveis
aumentados de IL-1 no fluido peritoneal. A IL-1B8 induz a producado de fatores
angiogénicos como o VEGF e a IL-6 em células estromais ectdpicas,
possivelmente por inibicdo da atividade dos macréfagos, células NK e linfécitos T
citotoxicos ou através de atividade da proteina ligada a inibicdo da proliferagéo
endometrial. (KRALICKOVA et VETVICKA, 2015)

A IL-6 € uma citocina pro-inflamatoria, envolvida no desenvolvimento da
hiperinsulinemia, que desempenha papel importante no metabolismo de
carboidratos e lipidios por aumentar a lipdlise, inibir a lipase lipoprotéica (LPL) e
aumentar a liberagao de acidos graxos livres e glicerol. Produzida por mondcitos e
células endoteliais, pode iniciar uma resposta de fase aguda durante o processo
inflamatoério. Desempenha uma gama de fungdes nos efeitos imunoldgicos,
celulares e humorais relacionados a inflamagao como a producao e elevagao das
concentragbes plasmaticas de fibrinogénio, proteina amildide sérica A (SAA) e
particularmente da proteina C reativa (PCR). (SHINOHARA et al, 2012)

A endometriose € uma doenca que resulta de alteracbes no sistema
imunoldgico em virtude da resposta inflamatéria na qual citocinas especificas
como a IL-6 estdo envolvidas. A IL-6 promove a ativacdo de linfocitos T,
diferenciacao dos linfocitos B e estimula a proliferacdo de células endometriais

humanas. Niveis séricos e no fluido peritoneal de IL-6 estdo elevados em
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pacientes com endometriose e esses valores tém sido correlacionados com o grau
de gravidade da doenca. (MARTINEZ et al, 2007)

Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria com acao autdcrina, paracrina e
endocrina. Produzido principalmente por mondcitos, linfocitos e macrofagos
ativados, capaz de iniciar a cascata de ativacdo de outras citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1, IL-6 e TNF-a adicional. Independente de sua origem,
esta diretamente envolvido na acdo de células NK, linfécitos T citotdxicos,
secrecdo de VEGF e metaloproteinases, além de desempenhar um papel
importante na apoptose em locais de inflamagdo. Envolvido na fisiologia da
proliferacdo do endométrio, pode ter papel central nas manifestacbes locais e
sistémicas de endometriose, inclusive nas recidivas apds a depuragao cirurgica
das lesdes. (MALUTAN et al, 2015)

O TNF-a esta elevado no fluido peritoneal de mulheres com endometriose e
que as concentragdes estao relacionadas com a fase, intensidade dos sintomas e
prognéstico da doenga, com papel central nas manifestagdes locais e sistémicas,
pois promove o crescimento de células endometriais. Além disso, alguns estudos
exploraram a associagao dos polimorfismos de TNF-a com a endometriose e essa
linha cada vez mais encontra respaldo na literatura, particularmente com o foco

nas variagdes epigenéticas. (LEE et al, 2008)
Interleucina-2 (IL-2)

Uma das mais estudadas citocinas inflamatoérias, a IL-2 é uma glicoproteina
bem caracterizada e com fungdes conhecidas. Fator condicional na regulagdo da

resposta imune, pois sua secrec¢do inicia uma cascata de citocinas que inclui

outras interleucinas, interferons e fatores de necrose tumoral, com efeitos
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sinérgicos e inibitérios sobre a sua propria atividade no sistema imunolégico. A
principal fungdo da IL-2 no sistema imune é a proliferacdo de elementos como
célula T e células B antigeno-dependentes, células NK e macréfagos. (MALUTAN
et al, 2015)

Derivadas dos linfocitos T que podem afetar as fungdes dos linfocitos B,
macrofagos, células NK e linfécitos T. A sintese e liberagdo dessas citocinas
ocorre nas células T, tanto nas Th1 quanto nas Th2. Os linfécitos Th1 dependem
da IL-12 para a sua diferenciacdo e liberacdo de IL-2 e IFN-y que facilitam a
resposta imune ao induzir reacdes inflamatérias e ativar as fungdes microbicidas
dos macroéfagos. As células Th2 precisam de IL-4 para a sua diferenciagcdo com
posterior liberagao de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e IL-13 que ajudam as células B
a produzir complemento para fixar anticorpos. (Wu et Ho, 2003)

Interleucina 4 (IL-4)

A IL-4 é uma citocina com propriedades anti-inflamatoérias, produzida por
linfocitos T, mastdcitos, eosindfilos e basofilos que tem importantes fungbes no
sistema imune. Atua sobre os linfécitos T e B, células NK, mastdcitos e células
endoteliais e induz a diferenciagédo de linfécitos B para sintetizar imunoglobulinas
necessarias para respostas alérgicas e anti-helminticas. Age sobre macréfagos
ativados inibindo os efeitos das citocinas IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 e aumenta a
suscetibilidade aos efeitos dos glicocorticoides nos mesmos. Tem potencial
antioxidante e terapéutico em muitas situagdes clinicas inflamatdrias, alérgicas e
neoplasicas. (MALUTAN et al, 2015)

Secretada por células Th2, afeta varios tipos de células em varios estagios
de sua diferenciagao através alteracdo da sintese de outras citocinas e também
atua como um fator de crescimento autbnomo para células Th2. Durante a
ativagdo do sistema imunologico a IL-4 desempenha um papel fundamental na

inibicdo da proliferacdo celular de Th-1, se opde aos efeitos do IFN-y em
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macrofagos e inibe a ativagdo de células T e células NK dependentes de IL-2

através de inibicao do receptor de IL-2. (Wu et Ho, 2003)

Atividade fisica

A atividade fisica regular é reconhecida como importante estratégia nao
somente para prevenir, mas para melhorar e até mesmo curar algumas doencgas
inflamatédrias cronicas e metabdlicas que ameagam a qualidade de vida mundial.
Esses efeitos ocorrem em virtude da reducdo de tecido adiposo visceral, com
consequente diminuigcdo na liberacdo de adipocinas que induzem um ambiente
pro-inflamatorio, além da contragdo das fibras musculares que tem grande
capacidade de alterar o meio inflamatorio local a médio e longo prazo. (GLEESON
et al, 2011)

Na circulagdo sanguinea as citocinas desencadeiam fungdes do sistema
imunoldgico, tanto em resposta a inflamagdo, quanto em desordens
neuroenddcrinas, metabdlicas e sistémicas. As miocinas, produzidas pelo musculo
esquelético durante o exercicio, estdo intimamente envolvidas na promocao da
saude do organismo e podem proporcionar, através da liberagao de mediadores
quimicos, efeito pré-inflamatério ou anti-inflamatério. Em particular, o efeito
benéfico do exercicio fisico a longo prazo pode ser explicado em parte, pelo efeito
anti-inflamatério do exercicio agudo, mediado inicialmente pela produgao de IL-6.
(FARINHA et al, 2015)

Os estudos que relatam os efeitos preventivos e terapéuticos da atividade
fisica para doencgas inflamatorias crénicas ndo transmissiveis, descreverem que o
exercicio consegue suprimir a entrada das citocinas pré-inflamatérias no plasma e
reduzir a velocidade do ciclo da inflamagdo. Segundo a teoria mais aceita, o
exercicio libera IL-1 e TNF-a que levam ao aumento de IL-6 e essa induz a sintese
dos receptores antagbnicos a IL-1 e TNF-a, que resultam na liberagéo de citocinas
anti-inflamatérias como a IL-10. (BRUUNSGRARD, 2005)
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O aumento de IL-6 apds o exercicio agudo induz a sintese de receptores
antagonicos e parece resultar na elevagao dos niveis sistémicos de citocinas com
propriedades anti-inflamatdrias, como a IL-10 que suprime a entrada de citocinas
pro-inflamatorias no plasma. (FEBBRAIO, 2007) O tipo, duragao e intensidade do
exercicio sdo fatores primordiais para o perfil da resposta das citocinas pos-
exercicio. Um exemplo disto € a liberagao de IL-1, que parece ser mais sensivel a
intensidade do exercicio, enquanto que TNF-a e IL-6 s&o mais sensiveis a
duragao do exercicio. (TIBANA et al, 2014)

IL-6 aumenta imediatamente em resposta ao exercicio e diminui no periodo
pos-exercicio. O aumento plasmatico de IL-6 esta relacionado com a duragao do
exercicio, ja que o RNAm da IL-6 € regulado pela contragcdo muscular e a
transcricdo deste gene € desencadeada pelo exercicio. Alguns fatores como
baixos niveis de glicogénio muscular e aumentos da formacédo de espécies
reativas de oxigénio estimulam o a liberagdo de IL-6, enquanto que a
suplementagcdo com carboidratos inibe o aumento de |IL-6 induzido pelo exercicio
porque afeta a expressdo do RNAm para IL-6. (ABD EL-KADER et al, 2013)

Outro mecanismo € a ativagdo da via proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) que depende da IL-6. A atividade da AMPKk estimula varios mecanismos,
que aumentam a geragdo de ATP, incluindo oxidagdo de acidos graxos e
transporte de glicose na musculatura esquelética. (WOODS et al, 2009)

O exercicio fisico inibe a producao de fatores pro-inflamatérios como TNF-a
e IL-1B, estimula a producao de IL-1ra e IL-10, induz a liberagcdo de receptores
soluveis de TNF-a e a expressdo de proteinas com propriedades anti-
inflamatorias. Portanto em longo prazo pode ser atribuido ao exercicio resposta
anti-inflamatodria, mediada pela IL-6 derivada do musculo esquelético. (FARINHA
et al, 2015)

Exercicios fisicos intensos podem levar a trauma tecidual que estimula as
células locais a produzir citocinas, que levam a diferenciacdo de células Th2 e
elevam os niveis de horménios de stress como cortisol e catecolaminas, os quais
podem inibir a producao de IL-12, principal indutor de células Th1, e aumentar as

respostas de linfécitos Th2. Exercicios moderados induzem a regulagao negativa
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do nivel estacionario dos receptores beta2-adrenérgicos nos macrofagos e
reduzem os efeitos supressores das catecolaminas na producao de IL-12, que
resultam em aumento da regulagao das respostas Th1. (ZHAO et al, 2012)

Na literatura ha evidéncias que as respostas dos linfécitos Th1 séao
suprimidas apos exercicios de alta intensidade, que podem fornecer explicagao
para o aumento da susceptibilidade a doengas apds a pratica prolongada exercicio
de alta intensidade. Em contraste, as respostas dos linfocitos Th1 s&o reforgadas
apos exercicios de moderada intensidade e melhoram as respostas imunologicas
do organismo. No entanto, o mecanismo deste efeito imunomodulador, das
atividades fisicas, ndo €& completamente conhecido. (GHOLAMNEZHAD et al,
2014)

Existe também a hipotese que as atividades recreativas e ocupacionais
podem reduzir os niveis de estrogénio e que os exercicios extremos reduzem a
frequéncia das ovulacbdes. Além do mais a pratica de atividade fisica pode
aumentar os niveis da globulina ligadora de horménios sexuais (SHBG), que por si
s6 pode reduzir os estrogénios biodisponiveis. A atividade fisica reduz a
resisténcia a insulina, o que pode também resultar em redugcédo nas concentracdes
de estrogénios e ainda parece ter efeitos protetores sobre doengas que envolvem
processos inflamatérios e estresse oxidativo, pois aumenta os niveis sistémicos de
citocinas anti-inflamatorias. Levando em consideracdo essas hipoteses fisiologicas
e suas consequéncias, 6 estudos incluidos numa revisao sistematica sugerem que
a pratica de atividade fisica pode reduzir o risco, a progressao e o agravamento da
endometriose, particularmente as atividades de maior intensidade. Porém n&o sao
suficientes para promover a cura definitiva e os resultados ndo foram conclusivos.
(BONOCHER et al, 2014)

Uma meta-analise recente, que incluiu seis estudos tipo caso-controle e
trés estudos de coorte, que totalizaram 3355 casos de atividade atual e 4600
casos de atividade pregressa. Embora os achados apontem que a pratica de
atividade fisica pode reduzir o risco de endometriose e suas complicagdes, os
mesmos nao apoiam conclusivamente essa hipotese, pois existem efeitos

positivos em quase todo sistema de 6rgaos, mediados por citocinas, com efeitos
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anti-inflamatdérios diretos e indiretos em doencgas inflamatérias cronicas, porém os
exercicios nao impedem a progressao da endometriose. Indicou a necessidade de
mais estudos, considerando a atividade fisica quanto a intensidade, frequéncia,
modalidade, incluindo as atividades ocupacionais e de lazer associadas a outros
fatores determinantes da endometriose, como o status econdmico, padrao

menstrual e fertilidade, para elucidar essas questdes. (RICCI et al, 2016)
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3. JUSTIFICATIVA
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Esse estudo experimental foi idealizado em virtude da falta de pesquisas
experimentais ou clinicas, com resultados especificos, que relatem as eventuais
influéncias da pratica de atividade fisica em portadoras de endometriose; Doenca
crbnica, de alta prevaléncia, que até o momento ndo conta com protocolos de
tratamento especificos e cura definitiva.

O projeto tem vistas a fornecer subsidios e resultados que possam nortear
pesquisas clinicas em humanas, para proporcionar futuras opcdes profilaticas e
alternativas terapéuticas para esta patologia, que afeta sobremaneira mulheres

jovens, em idade produtiva, comprometendo-as com custo social imensuravel.
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4. OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo foi observar se ha influéncia da pratica de atividades

fisicas e suas modalidades, em ratas submetidas a endometriose experimental.

Objetivos especificos

- Avaliacado da area dos implantes de endometriose, antes e apds realizacao do
protocolo de atividades fisicas.

- Avaliagao histologica dos implantes de endometriose, apds a eutanasia.

- Avaliacédo dos niveis séricos de citocinas inflamatorias, no sangue coletado

antes e apos realizagao do protocolo de atividades fisicas.
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5. MATERIAIS E METODOS
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Esse estudo caracterizou-se metodologicamente como experimental, sendo
que os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBEA) e com a aprovagao do
Nucleo de Bioética do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - protocolo n°
774 — 12 versao). No Biotério da PUC-PR, as ratas foram colocadas em gaiolas
apropriadas, com controle de temperatura, umidade e luminosidade, recebendo
agua e ragao. Apos trés dias elas foram submetidas a procedimento cirurgico para

inducdo da doenca.

Cirurgia para indugao da endometriose

Modelos experimentais sao essenciais para as pesquisas na area da saude.
A escolha de ratas como modelo ocorreu em virtude do baixo custo, da facilidade
de manejo, da resisténcia dos animais as doengas e do robusto respaldo na
literatura usando modelo murino com técnica descrita cirurgica por Jones em
1984, a mais utilizada na literatura mundial. A indugdo da endometriose € um
procedimento simples, eficaz e replicavel, fator fundamental para avaliar a
validade e viabilidade de novas propostas terapéuticas. (DO AMARAL et al, 2009)

No estudo foram incluidas 40 ratas albinas (Rattus norvegiccus albinus) da
linhagem Wistar, todas com trés meses de idade, virgens e peso variado entre
215g e 251g, submetidas a cirurgia para indu¢cao da endometriose, que apos o
procedimento para avaliacido dos implantes, realizaram um protocolo de atividades
fisicas distribuidas aleatoriamente em quatro grupos, por um periodo de 8
semanas. ApoOs o término, considerando os Obitos ocorridos durante o
experimento, o N de cada grupo ficou, 8 no grupo 1 com atividade anaerébica, 9
no grupo 2 com atividade aerodbica, 9 no grupo 3 com atividade mista e 10 no
grupo 4 o controle, que totalizaram 36 modelos encaminhadas a eutanasia para
coleta de tecidos e analise dos resultados.

A técnica cirurgica para indugdo de endometriose peritoneal consistiu em

laparotomia apos jejum de 12 horas, anestesia com injegcao intraperitoneal da

32



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

mistura de 1 ml de ketamina (50mg/ml) com 1ml de xilazina (20mg/ml), 0,2ml para
cada 100g de peso, tricotomia da regido abdominal e antissepsia. Com o modelo
animal em posicdo cirargica, a incisao foi longitudinal na linha Alba de
aproximadamente 2 cm para identificagdo do utero bicorno. Ligadura dos vasos
sanguineos com fio Vicryl 3-0, no corno uterino esquerdo, para ressecgao de
fragmento do tergco médio de 5x5mm (0,25cm?), que foi aberto longitudinalmente,
suturado ao peritbnio parietal com face endometrial exposta a cavidade
abdominal, por fio Mononylon 6-0. Finalizada com a verificagdo hemostatica e
fechamento dos planos.

Duas ratas vieram a 6bito pela indugao anestésica, sendo uma do Grupo 1

(atividade anaerdbica) e outra do Grupo 2 (atividade aerdbica).

Figura 2. Indugao da endometriose: Apds incisao longitudinal na linha Alba,
identificacdo do corno uterino esquerdo.

Os animais foram encaminhados ao biotério até a reabertura.
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Cirurgia de reabertura

Apos 21 dias as ratas foram pesadas e submetidas a cirurgia de reabertura
para verificar os implantes endometriais. O implante encontrado foi medido em
milimetros com o auxilio de um paquimetro, para verificar a evolugdo da indugao
de endometriose.

Ocorreu o 6bito de uma rata do Grupo 3 (atividades aerdbia e anaerdbica)

durante a inducio anestésica.

Figura 3. Cirurgia de reabertura e medida dos implantes peritoneais (A e B).
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Inicio das atividades fisicas

Apoés 48 horas da reabertura, as ratas iniciaram as atividades fisicas
conforme divisdo dos grupos. Na primeira semana foram feitas adaptagdes diarias
dos animais aos equipamentos. Conforme o grupo, as ratas ficavam 30 min
correndo na esteira ergométrica e/ou 10 min em nado livre na piscina sem coletes
de peso. Da 22 a 92 semana foram submetidas a um protocolo de exercicios e as
atividades se estenderam por um periodo de 8 semanas com frequéncia de 3
vezes por semana, sempre as segundas, quartas e sextas.

O calculo do periodo de treinamento levou em consideracao as diferencas
fisiologicas e de desenvolvimento biologico entre humanas e as modelos animais
escolhidas, que se tornam sexualmente maduras com cerca de seis semanas de
idade e durante idade adulta. Varios autores realizaram trabalhos experimentais
em ratos e afirmaram existir correspondéncia de 30 dias de vida do homem para
cada dia de vida do rato, portanto cada més de vida das ratas € aproximadamente
equivalente a 2,5 anos das humanas e o periodo de 8 semanas do protocolo ao
que foram submetidas, equivale a quase 5 anos em humanas. (ANDREOLLO et
al, 2012)

Tabela 1: Correlacéo dias/anos da idade dos ratos em relagdo a dos humanos

Total de vida: 13,8 dias no rato =1 ano no humano
Periodo de amamentagao: 42,4 dias no rato =1 ano no humano
Periodo de puberdade: 4,3 dias no rato =1 ano no humano
Periodo da adolescéncia: 10,5 dias no rato =1 ano no humano
Fase adulta: 11,8 dias no rato =1 ano no humano
Fase idosa: 17,1 dias no rato =1 ano no humano
Média: 16,7 dias no rato =1 ano no humano

Adaptado de ANDREOLLO, 2012.

35



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

Os grupos e a dinamica do estudo

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, da
seguinte forma:

Grupo 1 — atividade fisica anaerdbia (n=10)

Grupo 2 — atividade fisica aerébia (n=10)

Grupo 3 — atividade fisica aerébia e anaerdbia (n=10)

Grupo 4 — controle (n=10)

O Grupo 1 realizou atividade anaerdbia com saltos na piscina, com colete
de peso ajustado ao térax de carga calculada pelo percentual do peso do animal,
no minimo 20%, e aumentadas conforme pesagem, variando entre 25g, 50g e
75g.

Figura 4. Coletes de peso para a pratica de atividade fisica anaerdbica.

As ratas do Grupo 1 realizaram 3 séries de 12 saltos com coletes na piscina.
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A B

Figura 5. Atividade anaerdbica: Rata do Grupo 1 em dois momentos: em A, indo
ao fundo da piscina e em B, realizando um salto.

Na ultima semana de atividade fisica uma rata do Grupo 1 (atividade
anaerobica) veio a 6bito no Biotério da PUC-PR por causas naturais.
O Grupo 2 realizou as atividades aerdbicas, compreendida por caminhada

na esteira por um periodo de 60 minutos.

A B
Figura 6. Atividade aerdbica: Grupo 2 realizando 60 min de atividade fisica na

esteira ergométrica (A e B).
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As ratas do Grupo 3 realizaram atividades aerdbica e anaerdbica
combinadas, sendo esteira ergométrica por 60 minutos e 3 séries de 12 saltos na
piscina com colete de peso.

O mesmo tempo de nove semanas foi respeitado as ratas do Grupo 4, que
durante a realizacao das atividades fisicas permaneceram no Biotério.

Apds o término das atividades fisicas e considerando os obitos ocorridos

durante o experimento, o N de cada grupo ficou da seguinte forma:

Tabela 2. Grupos do experimento e seu N final.

TIPO DE ATIVIDADE N
GRUPO 1 Anaerdbia 8
GRUPO 2 Aerdbia 9
GRUPO 3 Mista (ambas atividades) 9
GRUPO 4 Controle 10

N = numero de ratas

Eutanasia

Realizada a terceira intervengéo cirurgica, na 10% semana, por lapatoromia
para visualizacdo, medicao e resseccao dos implantes. As ratas foram novamente
pesadas e submetidas a eutanasia, com coleta de sangue, Papanicolau,
histerectomia e retirada do musculo soéleo.

Os implantes endometriais foram fixados em formol, processados para
inclusdo em parafina e analisados histologicamente no Laboratério de Patologia
Experimental da PUC-PR, que constatou a presenca de células de endométrio em
todos os implantes.
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Analise das citocinas

Realizada através do método de imunofluorescéncia com o kit Luminex ®
Novex da Life Thecnologie, Mouse Cytokine Magnetic 10-Plex Panel, no Nucleo
Interdisciplinar de Meio Ambiente NIMA PUC-PR.

Foram analisadas as amostras do sangue coletado na reabertura e
eutanasia das 36 ratas, divididas nos 4 grupos e medidas as seguintes citocinas,
Interleucina 1 beta (IL-1B ), Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 5
(IL-5), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 12 (IL-12), Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Interferon gama (IFN-y), Fator de estimulo de
coloénias de granulécitos macréfagos (GM-CSF) com variagdes estatisticamente

significativas observadas nos niveis de IL-2, IL4 e TNF-a .

O Kit Luminex ® foi recebido e acondicionado sob refrigeragao no Nucleo
Interdisciplinar de Meio Ambiente NIMA PUC-PR.
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Figura 8. Bula Kit Luminex ®.

Para as anadlises laboratoriais foram seguidas estritamente as orientagdes

relacionadas na bula do Kit Luminex ® que acompanhava o mesmo.

40



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

Figura 9. Equipamentos Laboratério NIMA PUC-PR.

Separados todos os equipamentos necessarios para as analises laboratoriais
como: Pipetas de precisao ajustaveis calibradas, tubos de polipropileno para diluir
solugdes, folha de aluminio, centrifuga, sonicador ultrassénico, misturador vortex,

lavador de placa automatizado, agitador orbital.

Figura 10. Separacao das amostras.
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As amostras de sangue coletado na reabertura e na eutanasia, que estavam
armazenadas a — 80 graus centigrados no NIMA PUC-PR, foram separadas e

catalogadas conforme a planilha de dados.

Figura 11. Preparagao da placa.
A placa foi preparada em conformidade com as orientagdes descritas na bula do
Kit Luminex ®.

Figura 12. Leitura da placa.
Realizada a leitura da placa no sistema Magpix ® através do software de

aquisicao e analise de dados, conforme os parametros do fabricante.
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Analise estatistica

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por médias,
medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes.

A comparagdo entre os resultados das avaliagbes na reabertura e na
eutanasia, dentro de cada grupo, foram feitas usando-se o teste néao-paramétrico
de Wilcoxon. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

Os dados foram analisados com o programa computacional IBM SPSS
Statistics v.20.0. Os resultados do Keenan foram descritos por frequéncias e
percentuais.

Para a comparagdo dos grupos em relagdo as variaveis quantitativas foi

usado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
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6. RESULTADOS
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Crescimento dos implantes

O aumento dos implantes sugere o sucesso da cirurgia de indugao da
doenca e o desenvolvimento da endometriose nas ratas. A ndo alteragao indica
que houve controle no desenvolvimento, ou que o tempo foi insuficiente para

desenvolver a doenca em sua totalidade.

Tabela 3. Area dos implantes das ratas ap6s 21 dias da cirurgia. (p = 0,140) *

N Média Mediana Minimo Maximo Desvio

Padrao
G1 - Anaerébica 8 0,35 0,33 0,25 0,49 0,08
G2 - Aerdbica 9 0,38 0,36 0,25 0,64 0,12
G3 — Mista 9 0,30 0,30 0,25 0,40 0,05
G4 - Controle 10 0,29 0,30 0,16 0,35 0,05

A taxa de crescimento dos implantes peritoneais entre a primeira cirurgia
para a indugcdo da endometriose e a cirurgia de reabertura em 21 dias ¢
demonstrada no grafico abaixo. Pela observagdo macroscopica, a taxa de
desenvolvimento da doenca foi de 100% e o crescimento dos implantes de

endometriose foi de 80,5%.

CRESCIMENTO DOS IMPLANTES
POS 21 DIAS

B AUMENTO = 29 RATAS
B REDUCAO = 1 RATA

SEM ALTERACAO = 6 RATAS

Figura 13. Crescimento dos implantes peritoneais 21 dias apds indugao cirurgica.
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Avaliacao dos pesos no inicio, na reabertura e na eutanasia

Tabela 4. Avaliacdes de peso e diferencas de pesos entre as fases de avaliacio.

Desvio Valor

Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo = %
padrdao dep
Peso Inicial G1- Anaerobica 8 240,88 242,00 224,00 251,00 8,64
G2- Aerdbica 9 236,00 237,00 222,00 246,00 6,98
G3- Mista 9 231,11 230,00 215,00 243,00 8,85

G4- Controle 10 233,00 235550 213,00 246,00 10,02 0,132

Peso Reabertura G1- Anaerébica 8 251,60 252,50 236,00 264,00 8,38
G2- Aerdbica 9 24544 248,00 232,00 255,00 7,73
G3- Mista 9 247,89 238,00 232,00 269,00 14,08

G4- Controle 10 251,30 253,50 232,00 264,00 10,44 0,566

Peso Eutanasia G1- Anaerdbica 8 285,38 283,00 260,00 320,00 18,41
G2- Aerdbica 9 269,67 268,00 256,00 291,00 11,09
G3- Mista 9 273,67 272,00 249,00 310,00 17,28

G4- Controle 10 275,70 271,00 261,00 313,00 15,66 0,235

Desvio Valor

Diferencgas peso Grupo N Média Mediana Minimo Maximo = .
padrdao dep
Dif Peso RI/I G1- Anaerobica 8 10,63 10,50 3,00 18,00 6,30
G2- Aerdbica 9 9,44 10,00 5,00 15,00 2,96
G3- Mista 9 16,78 9,00 -3,00 46,00 19,04

G4- Controle 10 18,30 20,00 4,00 37,00 10,12 0,272

Dif Peso E/l G1- Anaerébica 8 44,50 37,00 27,00 74,00 16,84
G2- Aerdbica 9 33,67 34,00 19,00 55,00 10,75
G3- Mista 9 42,56 36,00 19,00 83,00 20,55

G4- Controle 10 42,70 38,50 15,00 89,00 20,28 0,574

Dif Peso E/R G1- Anaerdbica 8 33,88 31,00 23,00 56,00 11,63
G2- Aerdbica 9 24,22 21,00 10,00 50,00 11,95
G3- Mista 9 25,78 21,00 2,00 53,00 15,59

G4- Controle 10 24,40 21,50 11,00 52,00 12,83 0,397

*ANOVA com um fator, p<0,05
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Para cada uma das avaliagdes de peso e para as diferengas entre as
avaliagdes, testou-se a hipdtese nula de que as médias sao iguais nos 4 grupos,
versus a hipotese alternativa de que pelo menos um grupo tem média diferente

dos demais.

310
300
290 T
280

270 !

260 T

250-“ n

240 - % S
2301

Peso (g)

220
210 . . . . O Inicial
i i ; [J Reabertura
Anaerobica Aerobica Mista Controle O L
Eutanasia
G1 G2 G3 G4
Grupo

Figura 14. Avaliacbes dos pesos e as diferencas entre as avaliagdes. Estatisticas

descritivas de acordo com os grupos e os valores de p<0,05.
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Resultados dos pesos para cada grupo

O grupo 1, que praticou atividade anaerdbica, apresentou o maior ganho ponderal
médio ao final do programa.

O Grupo 2, que praticou atividade aerdbica, teve menor ganho de peso durante
todo o protocolo do estudo.

O Grupo 3, que somou as atividades anaerébica e aerdbica, apresentou ganho de
peso médio dentro do padrdo de todos os grupos.

O Grupo 4 nao apresentou variagdo média de pesos fora do padrdo dos outros

grupos.

Comparacgao dos grupos em relagao a area dos implantes

Tabela 5. Areas dos implantes (cm?) de cada grupo, nos momentos de avaliag&o.

Varivel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo D&SViO
padrao
Area Implante | G1- Anaerébica 8 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00
G2- Aerobica 9 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00
G3- Mista 9 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00

G4- Controle 10 0,23 0,25 0,15 0,25 0,04

Area Implante R G1- Anaerdbica 8 0,35 0,33 0,25 0,49 0,08
G2- Aerdbica 9 0,38 0,36 0,25 0,64 0,12
G3- Mista 9 0,30 0,30 0,25 0,40 0,05
G4- Controle 10 0,29 0,30 0,16 0,35 0,05
Area Implante E G1- Anaerébica 8 0,34 0,25 0,12 1,00 0,28
G2- Aerobica 8 0,26 0,30 0,09 0,30 0,08
G3- Mista 9 0,28 0,25 0,16 0,42 0,09

G4- Controle 10 0,32 0,25 0,12 0,72 0,18

* Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05

A area dos implantes peritoneais entre a cirurgia de reabertura, em 21 dias,

e a eutanasia esta demonstrada no grafico a seguir.
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Area dos implantes
0,4
0,35

0,25
0,15
0,05

0

G1 - Anaerobica G2 —Aerobica G3 - Mista G4 - Controle

Area em cm?
_HO _“O
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o
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M Reabertura m®mEutanasia

Figura 15. Areas dos implantes em cada grupo na reabertura e na eutanasia.

Resultados das areas dos implantes na reabertura e a eutanasia

O grupo 1 apresentou discreta redugdo média na area dos implantes, quando
comparados as mesmas na reabertura e na eutanasia.

O Grupo 2 foi o grupo em que houve a maior redugéo na area dos implantes, entre
a reabertura e a eutanasia.

O Grupo 3 teve discreta reducao na area dos implantes durante o protocolo de
atividades fisicas

O Grupo 4 foi o unico no qual se observou discreto aumento na area dos
implantes medidos na eutanasia, quando comparados com a area dos implantes

da reabertura.
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Analise histolégica

As laminas dos implantes foram coradas com HE (hematoxilina e eosina),
analisadas ao microscopio 6ptico para a confirmacdo de tecido endometrial e
classificadas segundo o método de Keenan (KEENAN et al, 1999).

Keenan 0 - nenhum epitélio

Keenan 1 - epitélio mal preservado com células epiteliais ocasionais

Keenan 2 - epitélio moderadamente preservado com infiltrado leucocitario

Keenan 3 - camada epitelial bem preservada
Para efeito de analise estatistica o Keenan foi dividido em dois grupos:

Keenan = 0 e Keenan > 0.

Avaliacao do Keenan na eutanasia
Na tabela abaixo s&o apresentados os resultados obtidos a partir da

hipétese nula de independéncia entre as classificagdes de Keenan (0 ou maior do

que 0) e os 4 grupos, versus a hipotese alternativa de dependéncia.

Tabela 6. Percentuais de Keenan por grupo, na eutanasia.

Keenan 0 Keenan1,20u3 Total
G2 - Anaerdbica 50,0% (4) 50,0% (4) 8
G1 — Aerobica 22,2% (2) 77,8% (7) 9
G3 — Mista 55,6% (5) 44,4% (4) 9
G4 - Controle 50,0% (5) 50,0% (5) 10

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p = 0,480
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Keenan na eutanasia

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%

50,00%
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20,00%

10,00% I
0,00%

G1 - Anaerobica G2 - Aerdbica G3 - Mista G4 - Controle

M Keenan 0 mKeenan>0

Figura 16. Percentuais de Keenan por grupo na eutanasia.

Resultados do Keenan para cada grupo

O grupo 1 segundo a avaliagéo histologica pelo método Keenan, teve a mesma
quantidade de modelos com Keenan 0 e Keenan >0 na eutanasia.

O Grupo 2, foi o grupo que apresentou na eutanasia a maior mediana do indice
Keenan, portanto na eutanasia ainda havia células endometriais nas areas dos
implantes.

O Grupo 3 de todos os grupos, foi 0 que apresentou a menor mediana do indice
Keenan, na eutanasia.

O Grupo 4 apresentou 50% dos implantes classificados como Keenan 0 e 50%

como Keenan >0.
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Analise dos resultados de TNF-a

Inicialmente, para cada uma das avaliacbes de TNF-a e para as diferencas

entre as avaliagdes, testou-se a hipétese nula de que os resultados sao iguais nos

4 grupos, versus a hipotese alternativa de que pelo menos um grupo tem

resultados diferentes dos demais. Na tabela abaixo sdo apresentadas estatisticas

descritivas de acordo com os grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

Para a diferenga R-E valores negativos indicam que houve redugéo no valor

de TNF-a e valores positivos indicam aumento.

Tabela 7. Avaliagdes de TNF-a e as diferengas entre as avaliagdes por grupo.

Variavel

TNF-a R

TNF-a E

DIF TNF-a (R-E)

Grupo

G1- Anaerdbica
G2- Aerébica
G3- Mista

G4- Controle

G1- Anaerobica
G2- Aerdbica
G3- Mista

G4- Controle

G1- Anaerobica
G2- Aerdbica
G3- Mista

G4- Controle

N Média Mediana Minimo Maximo

8
9
9
10

10

75,38
10,27
12,15
12,23

27,54
18,26
13,82
15,71

- 47,85
8,00
1,67
3,48

21,79
9,79
9,79
11,23

10,51
9,79
8,34
8,34

- 11,28
0,00
-1,45
-1,45

8,34
8,34
8,34
9,79

8,34
8,34
8,34
8,34

- 304,68
-4,33
-9,83
- 8,61

436,55
12,67
29,62
16,95

131,87
78,94
46,24
53,10

2,88

69,16
36,45
37,57

Desvio Valor
padrao de p*
147,16

1,25
6,65
2,87

42,57
22,97
12,73
15,98

0,459

0,080

104,79
23,15
13,37

14,47 0,283

*Teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a hipotese nula de que os

resultados sao iguais na avaliagédo de reabertura e na avaliagdo na eutanasia,

versus a hipétese alternativa de resultados diferentes. Na tabela abaixo sao

apresentados os valores de p dessas comparagdes.

52



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

Tabela 8. Valores de p para as comparagdes do TNF-a.

Grupo Valor de p
P (Reabertura x Eutanasia)
G1- Anaerdbica 0,116
G2- Aerébica 0,612
G3- Mista 0,161
G4- Controle 0,396
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Figura 17. Mediana do TNF-a por grupo, na reabertura e na eutanasia.

Resultados de TNF-a para cada grupo

O grupo 1 foi o que apresentou as maiores alteragdes dos indices de TNF-qa, tanto
na reabertura como na eutanasia. No momento da reabertura os indices de TNF-a
estavam significativamente mais altos que os indices de TNF-a dos outros grupos.
Também foi observada nesse grupo, a maior reducéo dos niveis de TNF-a entre a

reabertura e a eutanasia.
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O Grupo 2 teve na analise laboratorial dos niveis observados, para o TNF-q,
baixos ou ndo detectaveis tanto na reabertura como na eutanasia.

O Grupo 3 foi 0 que apresentou as menores variagdes nos niveis de TNF-a
medidos nas amostras coletadas, antes e depois dos protocolos de exercicios.

O Grupo 4 apresentou niveis de TNF-a que estavam discretamente aumentados

na reabertura e praticamente indetectaveis na eutanasia.

Analise dos resultados de IL-2

Para cada uma das avaliacbes de IL-2 e para as diferengas entre as
avaliagdes, testou-se a hipotese nula de que os resultados sdo iguais nos 4
grupos, versus a hipotese alternativa de que pelo menos um grupo tem resultados
diferentes dos demais. Na tabela abaixo sdo apresentadas estatisticas descritivas
de acordo com os grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

Para a diferenga R-E valores negativos indicam que houve redugéo no valor

de IL-2 e valores positivos indicam aumento.

Tabela 9. Avaliagdes de IL-2 e as diferengas entre as avaliagdes por grupo.

Desvio Valor
padrao de p*

N Média Mediana Minimo Maximo
IL-2 R G1- Anaerdbica 7 40,91 20,21 14,34 104,96 39,22

9

9

Variavel Grupo

G2- Aerdbica 13,23 11,40 0,65 32,27 10,35

G3- Mista 25,64 23,17 0,65 46,77 15,75

G4- Controle 10 8,42 7,97 0,65 17,82 5,17 0,007
IL-2 E G1- Anaerdbica 8 114,33 27,85 3,37 381,98 143,33

G2- Aerdbica 9 22,55 10,33 5,15 105,59 32,17

G3- Mista 9 21,04 12,42 0,65 67,49 20,46

G4- Controle 10 15,41 9,15 0,65 46,28 14,38 0,348

DIF IL-2 (R-E) G1- Anaerdbica 7 88,80 15,19 -101,69 367,63 159,25

G2- Aerdbica 9 9,32 0,00 -21,94 78,98 29,26
G3- Mista 9 -4,59 -3,08 - 46,12 23,45 22,91
G4- Controle 10 6,99 0,59 -5,43 38,31 15,11 0,422

*Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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Para a avaliagdo na reabertura, foi encontrada diferencga significativa entre

0s grupos em relagao ao IL-2.

Na tabela abaixo sdo apresentados os valores de p* dessas comparacgoes.

Tabela 10. Comparacgdes entre os valores de p dos grupos para a IL-2.

Grupos comparados Valor de p*
G1- Anaerodbica e G2- Aerdbica 0,024
G1- Anaerodbica e G3- Mista 0,683
G1- Anaerdbica e G4- Controle 0,002
G2- Aerdbica e G3- Mista 0,044
G2- Aerdbica e G4- Controle 0,280
G3- Mista e G4- Controle 0,003

Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a hipotese nula de que os
resultados sao iguais na avaliagédo de reabertura e na avaliagdo na eutanasia,
versus a hipétese alternativa de resultados diferentes.

Na tabela abaixo sdo apresentados os valore de p* dessas comparacdes.

Tabela 11. Valores de p para as comparacgoes da IL-2.

Grupo Valor de p* -
(Reabertura X Eutanasia)
G1-Anaerdbica 0,237
G2-Aerbbica 0,575
G3-Mista 0,594
G4-Controle 0,386
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Figura 18. Mediana da IL-2 por grupo, na reabertura e na eutanasia.

Resultados de IL-2 para cada grupo

O grupo 1 foi o que também apresentou os maiores niveis no momento da
reabertura, porém diversamente dos indices de TNF-a, os niveis médios de IL-2
apresentaram grande aumento no momento da eutanasia.

O Grupo 2 na analise laboratorial, teve os niveis de IL-2 baixos ou ndo detectaveis
tanto na reabertura como na eutanasia.

O Grupo 3 apresentou discreto aumento nos niveis médios de IL-2 nas amostras
da reabertura.

O Grupo 4 estava com indices de |IL-2 na reabertura muito baixos e apresentaram

pequeno aumento na eutanasia.
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Analise dos resultados de IL-4

Para cada uma das avaliacbes de IL-4 e para as diferengas entre as
avaliagdes, testou-se a hipotese nula de que os resultados sdo iguais nos 4
grupos, versus a hipotese alternativa de que pelo menos um grupo tem resultados
diferentes dos demais. Na tabela abaixo sdo apresentadas estatisticas descritivas

de acordo com os grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

Para a diferenga R-E valores negativos indicam que houve redugao no valor

de IL-4 e valores positivos indicam aumento.

Tabela 12. Avaliagdes de IL-4 e as diferengas entre as avaliagdes por grupo.

Desvio Valor

Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo padrio de p*

IL-4 R G1-Anaerobica 8 16,52 14,68 9,73 29,39 6,53
G2-Aerobica 9 23,05 17,15 9,73 55,98 16,66
G3-Mista 9 19,27 14,69 7,23 53,57 13,69
G4-Controle 10 14,04 11,59 7,23 26,95 7,34 0,557

IL-4 E G1-Anaerobica 8 101,93 19,61 7,23 666,75 228,88
G2-Aerdbica 9 32,01 12,21 4,72 106,08 38,05
G3-Mista 9 12,75 12,21 7,23 19,61 4,25
G4-Controle 10 7,22 7,23 4,72 12,21 2,50 0,016

DIF IL-4 (R-E) G1-Anaerdbica 8 8541 3,68 -14,83 637,36 223,88

G2-Aerdbica 9 8,96 -250 -2925 7913 37,23
G3-Mista 9 -652 0,00 -43,84 7,40 15,54
G4-Controle 10 -7,57 -6,22 -2224 250 8,35 0,228

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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Para a avaliacdo na eutanasia, foi encontrada diferenga significativa entre
0s grupos em relagdo ao IL-4 encontrada. Sendo assim, os grupos foram
comparados dois a dois.

Na tabela abaixo sdo apresentados os valores de p dessas comparacgdes.

Tabela 13. Comparacgdes entre os valores de p dos grupos para a IL-4.

Grupos comparados Valor de p*
G1- Anaerodbica e G2- Aerdbica 0,543
G1- Anaerdbica e G3- Mista 0,410
G1- Anaerobica e G4- Controle 0,002
G2- Aerdbica e G3- Mista 0,822
G2- Aerbbica e G4- Controle 0,008
G3- Mista e G4- Controle 0,014

Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a hipétese nula de que os
resultados sao iguais na avaliagédo de reabertura e na avaliagdo na eutanasia,
versus a hipétese alternativa de resultados diferentes.

Na tabela abaixo sdo apresentados os valore de p dessas comparagoes.

Tabela 14. Valores de p para as comparacgoes da IL-4.

Grupo Valor de p* -
(Reabertura x Eutanasia)
G1- Anaerdbica 0,310
G2- Aerdbica 0,636
G3- Mista 0,176
G4- Controle 0,021
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Figura 19. Mediana da IL-4 por grupo, na reabertura e na eutanasia.

Resultados de IL-4 para cada grupo

O grupo 1, que praticou atividade anaerdbica, no momento da reabertura
apresentava niveis médios semelhantes aos outros grupos, porém no momento da
eutanasia apresentava os indices expressivamente aumentados,

O Grupo 2, quanto aos niveis de IL-4, esses estavam aumentados na reabertura e
continuaram aumentando com a pratica de atividade fisica, pois apresentaram
niveis ainda maiores na eutanasia.

O Grupo 3, foi 0 que apresentou as menores variagcdes nos niveis de IL-4 medidas
nas amostras coletadas, antes e depois dos protocolos de exercicios.

O Grupo 4, o controle, apresentou niveis de IL-4 que estavam um pouco
aumentados na reabertura e nas amostras coletadas na eutanasia estavam em

niveis bem reduzidos.
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7. DISCUSSAO
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Os tratamentos disponiveis para a endometriose, até o momento, além de
nao oferecem eficacia ampla e duradoura, podem ter sérios efeitos colaterais
associados. O foco desse estudo foi investigar se a atividade fisica tem alguma
acao benéfica nas alteragbes bioquimicas e histofisiologicas resultantes da
resposta as de citocinas inflamatdrias, a fim de encontrar novas possibilidades
profilaticas e terapéuticas.

A relagao entre as citocinas e a endometriose foi objetivo de pesquisas que
encontraram fortes indicios do envolvimento das mesmas em diferentes aspectos
do desenvolvimento da doenga, desde a migracdo de macrofagos na cavidade
peritoneal, passando pelo estimulo da adesao do estroma a fibronectina, a fixagao
da célula endometrial ao peritbnio, a agao de enzimas que degradam a matriz
celular e finalmente a manutengcdo do implante por estimulo da angiogénese.
(MAYBINA et al, 2011)

E sabido que pratica de atividade fisica regular pode contribuir tanto como
ferramenta terapéutica coadjuvante como de forma preventiva para o
desenvolvimento doengas, particularmente as relacionadas a processos
inflamatdrios cronicos. Para a endometriose ndo ha consenso quanto ao impacto
entre a pratica ou ndo de atividade fisica, apesar de ser uma patologia que
envolve inflamacédo. Tampouco existem referéncias quanto ao tipo e intensidade
de exercicios que poderiam atuar nas mulheres acometidas e essas foram as
questdes motivaram o desenho desse projeto de pesquisa.

Inimeros estudos descrevem os efeitos positivos da pratica de atividade
fisica para o organismo, porém durante ou apds os exercicios fisicos ocorre um
aumento do consumo de oxigénio pelos tecidos e ha ativagdo de vias metabdlicas
que podem resultar na formagdo de espécies reativas de oxigénio. Essas
moléculas tém sua liberacdo aumentada nos exercicios de alta intensidade e
estdo relacionadas a um grande numero de doencgas e disfungdes. Os exercicios
fisicos sdo uma conhecida forma de estresse que pode disparar adaptacdes em
resposta a maior produgao de radicais livres, que levam a uma série de reagdes

no organismo que podem ser benéficas ou n&do. (RICCI et al, 2016)
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As analises dos implantes

Os resultados relativos aos pesos iniciais, na reabertura e na eutanasia das
ratas apontaram que o grupo 1 teve maior ganho ponderal médio, particularmente
no periodo que compreendeu a pratica de atividade fisica. A comparacao do peso
nos trés momentos resultou em aumento de peso médio em todos os grupos
proporcionalmente, de modo que se pdde constatar que os modelos nao sofreram
prejuizo alimentar, nem apresentaram outras doengas durante o experimento que
pudessem comprometer o resultado. Nao houve relevante diferenca estatistica
entre os grupos e as comparacgdes estao evidenciadas em tabelas anexas.

Quanto a area dos implantes, o principal parametro analisado no primeiro
tempo do estudo, ocorreu aumento apenas do inicio ao 21° dia, durante o
desenvolvimento da doenga e apos esse periodo houve regressdo da area dos
implantes. Portanto dos 21 dias até a eutanasia, houve reducdo na area dos
implantes nos grupos que praticaram atividades fisicas, mas no grupo controle,
que nao foi submetido ao protocolo de exercicios, houve aumento na média do
tamanho dos implantes. Segundo a analise estatistica, o grupo em que houve a
maior redugéao, de 27%, foi o que realizou a atividade aerdbica, porém os outros
grupos que realizaram atividades fisicas também tiveram diminui¢ao dos implantes
endometriais, em sugestdo de que a atividade fisica pode reduzir o foco da
doenca. A comparagao entre os resultados das avaliagbes na reabertura e na
eutanasia, de cada grupo, foi feita usando o teste n&do-paramétrico de Wilcoxon.
Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados
com o programa computacional IBM SPSS Statistics v.20.0.

Outra analise foi a anatomopatologica proposta por Keenan em 1999, que
comparou os quatro grupos segundo a classificagao histolégica semi-quantitativa
de Keenan (0 ou > 0) feita pelo teste de Qui-quadrado com as duas classificagdes
(0 ou > 0) e comparou em relagdo a area com o teste ndo-paramétrico de Mann-
WhitneyDezesseis. Dezesseis animais apresentaram escore zero, 0 que
conceitualmente ndo poderia caracterizar a endometriose, visto que essa é uma

doenga caracterizada pela presenga de tecido glandular e/ou estromal fora da
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cavidade uterina. Os resultados de Keenan foram descritos por frequéncias e
percentuais. Para a comparacgao dos grupos em relagdo as variaveis quantitativas
foi usado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e ndo houve significancia
estatistica.

Apesar do modelo experimental, técnica e parametros analisados serem
padronizados e bem descritos na literatura, o trabalho apresentava como limitacdo
o fato de nao terem sido mensurados e quantificados os niveis das citocinas pro e
anti-inflamatdrias, que poderiam apresentar alteragdes em fungdo do tipo e
intensidade do exercicio aplicado. Assim comegou a segunda fase do estudo, para
desvendar os impactos bioquimicos da atividade fisica no organismo com

endometriose.

O método laboratorial

Foi eleito o método laboratorial que utiliza a técnica de imunofluorescéncia
com o kit Luminex ® Novex da Life Thecnologie, Mouse Cytokine Magnetic 10-
Plex Panel, para mensurar os niveis de citocinas nos modelos experimentais, pela
possibilidade de avaliar um niumero maior de citocinas que os outros métodos e a
nao necessidade de utilizacdo de laboratérios externos. Através dele foram
analisadas as amostras do sangue coletado na reabertura e na eutanasia das 36
ratas e realizadas as medidas das concentragdes das citocinas IL-1(3, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y e GM-CSF, a partir de 0,5 ml de sangue
armazenados a - 80° C, no NIMA PUC-PR. Apds a analise dos dados, variagdes

estatisticamente significativas foram observadas nos niveis de TNF-q, IL-2 e IL-4.

63



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

Grupo 1: No momento da reabertura os indices mais altos entre os outros
grupos, sugeriu maior resposta inflamatéria. Esses niveis estavam muito mais
elevados em quatro individuos deste grupo na reabertura, fato que além do
aumento das citocinas esperado pelo desenvolvimento da doenca, pode ser
sugestivo de contaminagdo. Na eutanasia observada a maior redugdo, que
sinalizou impacto da atividade fisica anaerdbica sobre as citocinas inflamatorias.

Grupo 2: Niveis baixos ou indetectaveis, sugestivos de baixa atividade
inflamatoria.

Grupo 3: Apresentou as menores variacdes nos niveis das citocinas.

Grupo 4: Levemente aumentados na reabertura, sugestivo de perfil
inflamatorio pelo desenvolvimento da doencga e indetectaveis na eutanasia.

A analise das citocinas, das amostras da reabertura, revelou um grande
aumento nos niveis séricos de TNF-a nas amostras coletadas no procedimento de
reabertura no grupo 1, portanto antes da pratica do protocolo de atividades. Os
demais grupos apresentavam discreto aumento dos niveis séricos de TNF-q,
semelhante entre eles e dentro do esperado para o periodo de desenvolvimento
da endometriose. Considerando que uma maior concentracao de TNF-a pode ser
um marcador de resposta Th1, o grupo 1 pode ter iniciado o protocolo de atividade
fisica em desequilibrio Th1/Th2 de resposta imune. (PODGAEC et al, 2010)

Apos as 8 semanas de atividade anaerdbica o grupo 1 teve grande redugéo
dos niveis de TNF- a, quando comparados com 0s niveis séricos no inicio das
atividades. Os demais grupos, que ndo apresentavam TNF-a alterado no inicio
das atividades, ndo tiveram mudangas significativas nos niveis no momento da

eutanasia.

64



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

Interleucina 2 (IL-2)

Grupo 1: Os maiores niveis no momento da reabertura, sugestdo da
atividade inflamatéria no desenvolvimento da endometriose, porém os niveis
aumentaram na eutanasia, provavelmente em decorréncia da resposta imune
celular.

Grupo 2: Niveis baixos ou nido detectaveis tanto na reabertura como na
eutanasia, sugestivos de baixa atividade inflamatoria.

Grupo 3: Discreto aumento nos niveis nas amostras da reabertura com
reducao da eutanasia.

Grupo 4: Os indices que na reabertura estavam muito baixos,
apresentaram pequeno aumento na eutanasia.

A utilizacdo da dosagem da IL-2 como método auxiliar para o diagnostico
laboratorial da endometriose pode encontrar valores de sensibilidade de 90% e
especificidade de 67%, quando dosados em sangue periférico. (BEDAIWY et al,
2002)

A analise da IL-2, citocina pré-inflamatéria de resposta Th1, teve valores
aumentados no grupo 1, nas amostras coletadas na reabertura e niveis mais que
dobrados na eutanasia, que sugeriram resposta do sistema imune, pois a IL-2 é
envolvida na comunicagao celular ja que sua secregao da inicio a uma cascata de
ativagcdo em diversas citocinas incluindo interferon, fator de necrose tumoral e
outras interleucinas, com efeitos sinérgicos e inibitérios no sistema imune. A
grande fungédo da IL-2 no sistema imunoldgico dos vertebrados é a proliferagéo
clonal de células como as células T e células B antigeno dependente, natural
killers e macréfagos.

Nos demais grupos as variagdes dos niveis ndo foram expressivas, tanto
nas amostras coletadas na reabertura, como nas amostras coletadas na
eutanasia. Este achado sugere a auséncia ou pequena resposta pro-inflamatoria
mediada por IL-2, justamente os grupos nos quais os niveis de TNF-a néo se

apresentaram elevados no momento da reabertura.
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Interleucina 4 (IL-4)

Grupo 1: Na reabertura os niveis semelhantes aos outros grupos, porém no
momento da eutanasia apresentou indices expressivamente aumentados, que
sugerem atividade anti-inflamatéria mediada pela pratica de atividade fisica.

Grupo 2: Niveis aumentados na reabertura que aumentaram mais na
eutanasia, indicativos da ativagdo do sistema imune humoral para combater as
células ectdpicas.

Grupo 3: Foi o que apresentou os menores niveis e variagbes das
citocinas, indicativos de baixa resposta imune.

Grupo 4: Os niveis que estavam pouco aumentados na reabertura, na
eutanasia estavam bem reduzidos.

O presente estudo descobriu que nas ratas que praticaram atividade fisica
anaerobica, havia um nivel sérico significativamente maior de TNF-a e IL-2 em
comparagdo com o0s outros grupos, tanto na reabertura como na eutanasia.
Também observou niveis de atividade que IL-4 maiores nos grupos com atividade
fisica anaerdbica e aerdbica, nas amostras de sangue coletado em ambos os
tempos, que nos grupos de atividade mista e controle, que indicaram maior
atividade de resposta imune, em consequéncia da pratica do protocolo.

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatéria produzida por células Th2 e a
explicagéo para os niveis elevados de IL-4 nas ratas dos grupos 1 e 2, pode ser a
resposta imunolégica humoral secundaria na tentativa de evitar a adesao se
estiver em equilibrio com a resposta imune celular Th1. Lembrando que se a
resposta Th2 estiver exacerbada, pode estimular ainda mais a proliferacéo celular
que leva a endometriose.

Uma das nossas principais limitacdes é representada pelo fato de que as
demais citocinas analisadas ndo apresentaram taxas detectaveis, por isso nao

conseguimos desenhar conclusdes sobre as implicagbes das mesmas.
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Equilibrio Th1/ Th2

Muitas pesquisas estudaram o papel do sistema imunolégico na
fisiopatologia da endometriose e varios foram os achados. O principal atualiza a
teoria do refluxo menstrual, com o argumento de que as células endometriais
extravasadas para a cavidade peritoneal devem ser expurgadas pelo sistema de
defesa do organismo, ja que néo pertencem aquele local. Porém, mulheres com
endometriose tem alguma falha no processo de limpeza e remogao dessas células
que permite a implantagdo e o desenvolvimento das mesmas na cavidade
peritoneal.

As teorias de desequilibrio Th1 / Th2 estdo apoiadas no conceito de que os
linfocitos T helper estdo envolvidos com dois padrdes diferentes de secregcao de
citocinas. As células Th1 estimulam a producédo de IL-2, IFN-gama e TNF-a
citocinas que promovem a acao de células NK e macréfagos e as células Th2 que
estimulam a liberacao de IL-4 e IL-10, que promovem a ativagao das células B.
Uma resposta imune Th1 aumentada, pode ser associada ao desenvolvimento de
patologias inflamatérias, enquanto que um padréo de resposta Th2 predominante
esta presente em doencas alérgicas. (PODGAEC et al, 2010)

Um predominio de um padrao de resposta imune Th1 ou Th2 pode ser
associado a inumeras situagdes clinicas. Na endometriose o equilibrio Th1 / Th2,
portanto a coexisténcia de ambas as respostas parece ser um dos fatores
condicionais para o nao desenvolvimento da doenca. Nos quadros com infiltracdo
profunda, a imunidade celular parece predominar, pela agao de células Th1 que
liberam enzimas e citocinas que provocam adeséo, infiltracdo e manutencao dos
focos de tecido endometrial ectépico. Entretanto existem pacientes com
endometriose, com predominancia de IL-4 e IL-10 que refletem uma mudanca
para a resposta imune humoral Th2 que estimula a proliferacdo celular. Esses
achados permitiram concluir que a endometriose € uma doenca inflamatéria que
envolve um possivel predominio de resposta imune, Th1 ou Th2. (PODGAEC et
al, 2007)
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Atividade fisica e endometriose

Na literatura disponivel ndo € possivel apontar se ha e qual o real impacto
da atividade fisica ha endometriose, assim os estudos com modelos experimentais
se justificam para tentar demonstrar o papel dos exercicios sobre a prevengéo e o
tratamento da doencga, porque parecem permitir a caracterizacao de tempo e curso
da mesma. Nesse tipo de projeto, além de elucidar se a atividade fisica é
realmente capaz de interferir no desenvolvimento da doenga, € possivel
determinar o tipo de atividade e intensidade necessaria para que o exercicio fisico
seja utilizado de forma benéfica. (BONOCHER et al, 2014; RICCI et al, 2016)

O estudo revelou a participagdo do sistema imunoldgico nas etapas do
processo e pode relacionar a endometriose como uma doenga autoimune e que a
pratica de atividade fisica regular e moderada pode ter impacto positivo na
prevencao e manejo terapéutico, enquanto que exercicios excessivos podem ser
responsaveis pelo agravamento da doenca por desequilibrio das respostas

imunoldgicas Th1 e Th2.
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8. CONCLUSOES
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Com os achados obtidos neste estudo é possivel concluir que, a pratica de
exercicios anaerobicos ou aerdbicos regulares e moderados parecem ter impacto
positivo no curso da doenca, com melhora do perfil inflamatério e da resposta
imune, enquanto que exercicios excessivos e de alta intensidade podem ser tao

prejudiciais, para portadoras de endometriose, quanto o sedentarismo

Conclusoes especificas

- Ocorreu aumento da area dos implantes apenas do inicio a reabertura,
nos grupos que praticaram atividades fisicas, apos esse periodo houve regressao.
No grupo controle, que nao foi submetido ao protocolo de exercicios, houve
aumento na da area dos implantes, entre a reabertura e a eutanasia.

- Na analise histologica proposta por Keenan, dezesseis ratas
apresentaram escore zero e vinte ratas apresentaram escore maior que zero que
caracterizava a presenga da endometriose. Na comparagdo dos grupos em
relagdo as variaveis quantitativas foi usado o teste nao-paramétrico de Kruskal-
Wallis e ndo houve significancia estatistica.

- As citocinas TNF-a, IL-2 e IL-4 tiveram grandes variagbes entre a
reabertura e a eutanasia, nos grupos que praticaram atividade fisica anaerdbica e
aerobica e pequenas variagdes durante o mesmo periodo, para o grupo que

praticou atividade fisica mista e o controle.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS
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A continuacdo desta pesquisa, aumentando o numero de citocinas
avaliadas em conjunto com outras analises conduzidas com o mesmo material
coletado ou a reproducao do projeto de pesquisa em humanas, poderiam trazer
informagdes relevantes para um entendimento mais fundamentado dos impactos
das atividades fisicas na fisiopatologia da endometriose e sugerir consistentes

opcgdes profilaticas e terapéuticas para a pratica clinica.
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Anexo 2. Poéster apresentado durante o 13th World Congress on Endometriosis
em Vancouver-CA, de 17 a 20 de maio de 2017.
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OBJECTIVES

This study analyzed the influence of the practice of
physical activity on serum levels of inflammatory
cytokines and the impact on the immune system of
Wistar rats with experimental endometriosis.

METHODS

An experimental study was performed with 40 rats with
experimental endometriosis, randomly distributed in 4
groups of 10 animals that practiced anaerobic physical
activity (Group1-G1), aerobic physical activity (Group2-
G2), combined aerobic and anaerobic physical activity
(Group3-G3), control (Group4-G4) for 3 weeks. The size
of the implant and interleukins IL2, IL4 and serum TNF-
alpha were measured before and after the practice of
physical activity.
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RESULTS

For all the groups, we did the Keenan histological
classification, at the beginning of physical activity and at
euthanasia. G1 apparently did not present significant
differences, but the measurements of the cytokines IL2
and IL4 suggest that this group stimulated immune
response mediated by Th1/Th2 cells and reduced TNF-
alfa. G2 did aerobic activity and presented reduction in
the mean size of the implant and increase in IL4 that
initiated the action of Th2 lymphocytes, which are
responsible for positive immune feedback. G3 which
added the modalities and times of physical activities
practice, presented a mean increase in the size of the
implants and there wasn’t difference in measurements of
the cytokines, what suggest that this group suppressed
the immune response and would be harmful to
individuals with endometriosis, whereas G4 didn’t
present significant differences between reopening and
euthanasia.

KEENAN (median: 25% - 75%)

Group-G1(8)  Group62(9)  Group-G3 (9) Group=G4 (10)

Analyss of the Keenan index between groups (p = 0.480)

CONCLUSION

These results suggest that moderate practice of physical
activity may be beneficial in the clinical management of
individuals with endometriosis, whereas overtraining
may cause changes in the immune response and worsen
the disease. More studies are needed.
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ABSTRACT

Endometriosis is a chronic disease, of high prevalence, that until now has no
specific treatment protocols or definitive cure. Considering that the practice of
physical activity has a beneficial effect and is part of the therapeutic arsenal of
chronic inflammatory diseases, we try to observe the possible influences of the
practice of physical activity in rats submitted to experimental endometriosis.
OBJECTIVE: To analyze the influence of physical exercise modes on the serum
levels of inflammatory cytokines of rats with experimental endometriosis, in order to
evaluate if the practice can help in the treatment of the disease. METHODS: The
experimental study was performed with 40 rats, randomly assigned to 4 groups of
10 animals. Three groups that practiced physical, anaerobic (G1), aerobic (G2),
aerobic and anaerobic combined (G3) and a control group with sedentary rats (G4)
for 3 weeks. The size of the endometriosis implants, interleukins IL-2, IL-4 and
serum TNF-a were measured before and after physical activity. RESULTS:
Histological classification of Keenan was performed for all groups at the beginning
of physical activity and in euthanasia. In the G1 that apparently did not present
significant differences in the macroscopic analysis, the measurements of IL-2, IL-4
and TNF-a cytokines presented significant alterations. The G2, which performed
aerobic activity and presented a significant reduction in the mean size of the
implants, had an increase in IL-4. In G3, which practiced and summed the times of
the two modalities, there was no significant difference in the cytokines. The G4,
control, showed a slight increase in the mean size of the implants and did not have
significant differences in the cytokines. CONCLUSION: The results suggest that
the moderate practice of physical activity seems to be beneficial in endometriosis,
whereas excessive training may cause changes in the release of cytokines and

immune response, which aggravate the disease as a sedentary lifestyle.

INTRODUCTION
The protective effects of regular physical exercise have already been extensively
described in the treatment of various cardiovascular, metabolic and osteoarticular

inflammatory diseases. Moderate and regular physical activity may increase
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systemic levels of cytokines with anti-inflammatory properties and improve immune
system responses, but it is not possible to point out the actual role of physical
exercise in endometriosis based on current scientific literature. 1,2,3,4,5,6,7,8
Pelvic endometriosis is a chronic inflammatory gynecological condition, dependent
on estrogen, prevalent in 10 to 15% of the female population during menacing. It
can be defined as the growth of endometrial tissue, gland and / or stroma, in other
tissues beyond the uterus, which undergoes the same cyclic histologic change of
the uterine endometrium. Pathology difficult to diagnose, has a negative impact on
the physical, mental and social health of the women affected. Its repercussions are
associated with a wide variety of symptoms such as dysmenorrhea, dyspareunia,
pelvic pain and infertility. It was studied in the last years, with the objective of
clarifying aspects not yet fully clarified as risk factors, etiology, prevention,
treatment, infertility and relapses. 9,10,11

Several studies have described the relationship between cytokines and
endometriosis, due to high concentrations in the peritoneal fluid of patients.
Cytokines can participate in the development of the disease in different situations
such as migration of macrophages into the peritoneal cavity, adhesion of the
endometrial cells to the peritoneum, adhesion of the stromal cells to fibronectin,
and angiogenesis for maintenance of the implants in the peritoneum. 11
Endometrial epithelial cells secrete cytokines such as IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-8 that
participate in immune responses and are T cell regulators, which are generally
altered in women with endometriosis. Th1 cells produce IFN-y, TNF- and IL-2,
which activate macrophages and are responsible for cell-mediated immunity and
protection against intracellular pathogens. Th2 cells produce IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10 and IL-13, which promote humoral immunity and are responsible for antibody
production, inhibition of macrophages and protection against extracellular
pathogens. 12,13

To elucidate whether physical exercise is capable of interfering with the
development of endometriosis, studies with experimental models are justified by

characterizing the course of the disease, besides the possibility of observing type

86



Projeto de Pesquisa de aluno de mestrado ou doutorado

and intensity of physical exercise with preventive and curative effects.
14,2,4,5,6,15,16,17,18,19

OBJECTIVE

The objective of this study was to observe the impact of exercise practice and it's
modality, through the evaluation of endometriosis implants and serum levels of
inflammatory cytokines in rats submitted to experimental endometriosis before and

after a physical activity protocol.

MATERIALS AND METHODS

This experimental study was carried out following the ethical norms and principles
of the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and with the approval
of the Ethics Committee of the Committee on Ethics in the Use of Animals (CEUA -
protocol n® 774 - 1st version). The choice of rats as a model occurred due to the
low cost, ease of handling, resistance of the animals and support in the scientfic

literature using murine model, submitted to the surgical technique. 20

A B

Figure 1. Surgery for induction of endometriosis (A); Reopening surgery and

measurement of peritoneal implants (B).
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A total of 40 Wistar rats were submitted to surgery to induce endometriosis (Figure
1), which after a procedure to evaluate the implants and them performed a protocol
of physical activities randomly distributed in four groups (G1, G2, G3, G4) for a
period of 8 weeks. (Figure 2)

Calculation of the training period considered the physiological and biological
developmental differences between humans and the chosen animal models, which
become sexually mature at about six weeks of age and during adulthood. Several
authors have performed experimental studies on rats and stated that there is 30-
day correspondence of man for each day of life of the rat, therefore the period of 8
weeks of the rats protocol to which they were submitted, is equivalent to almost 5
years in humans. 21

Considering the deaths occurred during the experiment, n. of each group was: 8 in
the G1 group with anaerobic activity, 9 in the G2 group with aerobic activity, 9 in
the G3 group with mixed activity and 10 in the G4 control group, which totaled 36
models submitted to euthanasia for tissue collection and analysis.

A B
Figure 2. Anaerobic activity (A); Aerobic activity (B).
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Cytokines were analyzed by immunofluorescence using the Luminex ® Novex
kit from Life Thecnologie, Cytokine Magnetic 10-Plex Panel and statistically

significant variations were observed in TNF-a, IL-2 and IL-4 levels.

RESULTS

Weight gain

The G1 group, which practiced anaerobic activity, presented the highest average
weight gain at the end of the program, which may suggest a greater gain of muscle
mass and maintenance of adequate dietary intake. G2 group, who performed
aerobic activity, had lower weight gain throughout the study protocol, since it could
increase caloric expenditure. The G3 group, which added the anaerobic and
aerobic activities, showed weight gain within the standard of all groups. G4 group,
the control that underwent experimental endometriosis and remained sedentary,

there was no change in weight outside the group average. (Figure 3)
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Figure 3. Assessments of weights and differences between evaluations.

Descriptive statistics according to groups and values of p<0,05.
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Growth of endometriosis implants

Regarding the area of the implants, the main parameter analyzed at begining of the
study, increased only from the beginning to the 21st day, during the development
of the disease and after that period there was regression of the area of the
implants. Therefore, from the 21 days until euthanasia, there was a reduction in the
area of the implants in the groups that practiced physical activities, but in the
control group, which was not submitted to the exercise protocol, there was an
increase in the average size of the implants. According to the statistical analysis,
the group that had the greatest reduction was the one that performed the aerobic
activity, but the other groups that performed physical activities also had a decrease
of the endometrial implants, in suggestion that the physical activity can reduce the
focus of the disease.
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Figure 1. Areas of the implants in each group on reopening and euthanasia.

Wilcoxon non-parametric test, p <0.05
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Tumor necrosis factor

In G1, at time of reopening the TNF-a levels were higher than those of the other
groups, which suggested a greater inflammatory response and in euthanasia the
greater reduction of TNF-a levels was observed, which signaled the impact of
anaerobic physical activity on the inflammatory cytokines. The analysis of the
cytokines of the G2 group was low or undetectable levels were observed for both
TNF-a. Group G3 showed the lowest variations in cytokine levels and the G4
analysis of cytokines, TNF-a levels were slightly increased at reopening,
suggestive of inflammatory profile due to the development of the disease and

undetectable in euthanasia. (Figure 4) 22
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Figure 4. Median TNF-a per group, reopening and euthanasia. Non-parametric
Kruskal-Wallis test, p <0.05
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Interleukin-2

As for IL-2, G1 group was the one that also presented the highest levels at the time
of reopening, suggestion of inflammatory activity in the development of
endometriosis, but unlike TNF-a, IL-2 levels showed a great increase in
euthanasia, probably due to the cellular immune response. For G2 the IL-2 both in
reopening and euthanasia, was suggestive of low inflammatory activity. In G3,
except for a slight increase in IL-2 levels in the reopening samples, the analysis of
the cytokines had low or undetectable levels, suggestive of low inflammatory
activity. The control G4 presented IL-2 levels that were very low at reopening

showed a small increase in euthanasia. (Figure 5) 23
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Figure 5. Mean of IL-2 per group at reopening and euthanasia. Kruskal-Wallis non-

parametric test, p <0.05.
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Table 1. Comparisons between the p-values of the groups for IL-2.

Compared groups Value of p*
G1- Anaerobic and G2- Aerobic 0,024
G1- Anaerobic and G3- Mixed 0,683
G1- Anaerobic and G4- Control 0,002
G2- Aerobic and G3- Mixed 0,044
G2- Aerobic and G4- Control 0,280
G3- Mixed e G4- Control 0,003

For the evaluation at reopening, a significant difference was found between the

groups in relation to IL-2.

Interleukin-4

Group G1 IL-4, at reopening, showed similar levels to other groups, but at the time
of euthanasia, the indices were significantly increased, demonstrating the anti-
inflammatory activity mediated by physical activity. In G2 IL-4 levels were
increased at reopening and still increased at euthanasia, indicative of the activation
of the humoral immune system to combat ectopic cells. The G3 analysis of the
cytokines had low or undetectable levels, suggestive of low inflammatory activity or
low immune response. At G4 group the IL-4 levels that were slightly increased at

reopening, at euthanasia were well reduced. (Figure 6) 23,24
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Figure 6. Mean of IL-4 per group at reopening and euthanasia. Kruskal-Wallis non-

parametric test, p <0.05.

Table 2. Comparisons between the p-values of the groups for IL-4.

Groups compared Value of p*
G1- Anaerobic e G2- Aerobic 0,543
G1- Anaerobic e G3- Mixed 0,410
G1- Anaerobic e G4- Control 0,002
G2- Aerobica e G3- Mixed 0,822
G2- Aerobica e G4- Control 0,008
G3- Mixed e G4- Control 0,014

For euthanasia evaluation, a significant difference was found between the groups

in relation to the IL-4 found. Thus, the groups were compared two by two.

Group 1 (G1), which practiced anaerobic activity, presented the highest mean
weight gain at the end of the program. Regarding the growth of endometriosis
implants, the group presented a slight reduction, when compared to measures on
reopening and euthanasia. This group presented the most significant changes in
cytokine, TNF-a, IL-2 and IL-4 indices, both in reopening and in euthanasia. At the
time of reopening the TNF-a levels were higher than in the other groups and in
euthanasia the highest reduction in TNF-a levels was observed. As for IL-2, group
1 was the one that also presented the highest levels at the time of reopening, but
unlike TNF-qa, IL-2 levels showed a great increase in euthanasia. Group 1 IL-4, at
reopening, showed levels like those in other groups, but at the time of euthanasia,
the rates were significantly increased.

Group 2 (G2), who performed aerobic activity, had lower weight gain throughout
the study protocol. As to the size of the implants was the group in which there was
the greatest reduction. In the analysis of the cytokines of the group, low or
undetectable levels were observed for both TNF-a and IL-2 in both reopening and
euthanasia. IL-4 levels were increased at reopening and still increased in

euthanasia.
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Group 3 (G3), which added anaerobic and aerobic activities, presented weight
gain within the standard of all groups. In the laboratory method, except for a slight
increase in IL-2 levels in the reopening samples, group 3 showed the lowest
variations in cytokine levels.

Group 4 (G4), the control, which underwent experimental endometriosis and
remained sedentary, did not show any variation in weights outside the group mean
and was the only one in which an increase in the euthanasia implants were
observed when compared to the reopening. In cytokine analysis, TNF-a levels
were slightly increased at reopening. IL-2 levels that were very low at reopening
were small in euthanasia, and IL-4 levels that were slightly increased at reopening,

euthanasia were well reduced.

DISCUSSION

The treatments available for endometriosis are not yet definitive and may have
serious side effects associated with it. This study investigated whether physical
activity has some action on the biochemical and histophysiological changes
resulting from the response to those of inflammatory cytokines to find new
prophylactic and therapeutic possibilities. 12

The practice of regular physical activity can contribute both as a therapeutic tool
supporting and preventively for the development of diseases, particularly those
related to chronic inflammatory processes. For endometriosis, there is no
consensus on the impact of physical activity on physical activity, although it is a
pathology involving inflammation. Nor are there any references as to the type and
intensity of exercises that could act in the affected women and these were the
issues that motivated the design of this research project. 1,14

The present study found that in rats that practiced anaerobic physical activity, there
was a significantly higher serum level of TNF-a and IL-2 compared to the other
groups, both reopening and euthanasia. It also observed higher levels of IL-4
activity in the anaerobic and aerobic physical activity groups in the blood samples
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collected at both times, which indicated higher immune response activity than in
the mixed and control groups. 24,25

In the available literature it is not possible to indicate if there is and what the real
impact of physical activity on endometriosis, so the studies with experimental
models are justified to try to demonstrate the role of the exercises on the
prevention and treatment of the disease, because they seem to allow the
characterization of time and course of the same. In this type of project, in addition
to elucidating whether physical activity is capable of interfering in the development
of the disease, it is possible to determine the type of activity and intensity

necessary for the physical exercise to be used in a beneficial way. 1,14

CONCLUSION

With this study it is possible to conclude that physical activity has an impact on the
development and maintenance of ectopic endometrial implants. That the practice
of regular and moderate anaerobic or aerobic exercises seems to have a positive
impact on the course of the disease, with an improvement in the inflammatory
profile, while excessive exercise can to aggravate the disease as well a sedentary

lifestyle.
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