Efeito do exercicio agudo de curta duracao
em leucocitos circulantes e linfocitos teciduais de ratos
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Resumo

Sessdes agudas promovem respostas no sistema imunoldgico, podendo acarretar desisténcia, ndo continuidade
ou queda no desempenho nos programas de exercicios, pela aumentada susceptibilidade as infeccoes das
vias aéreas superiores (IVASs). Considerando que os linfocitos desempenham fungdes no combate as infecgoes
e que individuos sedentarios com baixo nivel de aptidao fisica, devam iniciar programas de treinamento com
baixo volume e intensidade, o estudo teve como objetivo avaliar a contagem de leucocitos e linfécitos circulantes
e dos linfocitos teciduais mesentéricos, bem como a capacidade proliferativa dos linfocitos teciduais em
ratos machos "Wistar" submetidos a sessdes agudas de cinco e 15 minutos nas intensidades leve e moderada.
Os resultados mostram leucocitose e linfocitose nos grupos cinco e 15 minutos em ambas as intensidades,
aumentada contagem de linfocitos teciduais nos grupos cinco minutos leve bem como cinco e 15 minutos
moderado, de forma geral, nenhuma alteracdo na resposta proliferativa celular T, porém com diminuicdo na
resposta celular B nos grupos cinco e 15 minutos leve e cinco minutos moderado. A relevancia e o significado
clinico dessas alteracdes precisam ser mais bem esclarecidos para o melhor entendimento da complexa
triade: exercicio fisico, respostas imunologicas e susceptibilidade a infeccoes, apds sessdes submaximas de
curta duracéo.

UniTermos: Exercicio fisico agudo; Sistema imunolégico adquirido; Linfécitos circulantes;
Linfocitos teciduais; Redistribuicdo celular; Resposta proliferativa.

Introducao

O exercicio fisico regular é geralmente
considerado fator implicante no estado de saide,
incluindo redugao da massa corporal, pressio
arterial e melhoria nos niveis glicémicos
(MACKINNON, 1997). Individuos que se engajam
em programas de exercicios, mesmo que visando
apenas melhoria da qualidade de vida, também
necessitam estar em consonincia com um quadro
positivo do sistema imunolégico. Um fator a se
considerar como possibilitador de desisténcia, nio
continuidade ou queda no desempenho nos

programas de treinamento, ¢ o quadro imune dos
individuos, podendo este, ser influenciado por
sessoes agudas de exercicios.

Estudos demonstram evidéncias de que exercicios
em intensidades e volumes moderados, executados
regularmente, estdo associados com diminuigdes na
susceptibilidade as infecges, principalmente das
vias aéreas superiores (IVASs) (NIEMAN & BisHOP,
2006; NiEMAN, HENsON, AusTIN & BrownN, 2005;
NIEMAN & PEDERSEN, 1999; PEDERSEN & HOFFMAN-
GoOETZ, 2000; PEDERSEN, ROHDE & OSTROWSKI,
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1998). Paradoxalmente, exercicios exaustivos,
podem induzir um quadro imunossupressivo
transitério, com aumentada susceptibilidade as
IVASs (N1EMAN & BisHor, 2006; NIEMAN &
PEDERSEN, 1999; PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ,
2000; PEDERSEN, ROHDE & OSTROWSKI, 1998).

Tipicamente durante exercicios intensos ou mo-
derados instalam-se os quadros denominados
leucocitose e linfocitose (DoHI, KRAEMER & Mas-
TRO, 2003; FERREIRA, PRESTES, DONATTO, VIEIRA,
ParancH & CavaGLIERL, 2000a; Fu, QIN, LEUNG,
CHAN & CHaN, 2003; GREEN, RowBoTTOM &
MACKINNON, 2002; KaurMaN, HARRIS, HIGGINS &
MAISEL, 1994; NIEMAN et al., 2005; PRESTES,
FERREIRA, FROLLINI, Dias, DONATTO, (GUERESCHI,
ParancH, PErREzZ & CAVAGLIERI, 2007; RONSEN,
PEDERSEN, ORITSLAND, BAHR & KJELDSEN-KRAGH,
2001; Su, CHEN & JEN, 2001). A liberagio de
catecolaminas provocada pelo exercicio é tida como
fator mais cogitado para a indugao da leucocitose e
linfocitose (ARLT & HEWISON, 2004; BAIN, PHILLIPS,
TaomsoN, RicHarDpsoN & GAaBRIEL, 2000;
KAUFMAN et al., 1994; MiLLs, REHMAN, ZIEGLER,
CARTER, DIMSDALE & MAISEL, 1999; MINETO,
RamvoLpi, Gazzoni, TERZOLO, BORRIONE, TERMI-
NE, SaBA, Dovio, ANGELI, PAaccoTTI, 2005;
PEDERSEN & HoOrrMAN-GOETZ, 2000; RONSEN,
BorsHEIM, PEDERSEN, HAUG, KJELDSEN-KRGAH &
HosTMARK, 2004) provocando o recrutamento de
células dos 6rgaos linféides secunddrios como bago
e linfonddos para a circulagio geral (GABRIEL &
KINDERMANN, 1998; KAUFMAN et al., 1994; NIELSEN,
SECHER, KRISTENSEN, CHRISTENSEN, ESPERSEN &
PEDERSEN, 1997).

Porém, apds exercicios intensos ou prolongados, a
contagem de linfécitos circulantes pode estar abaixo
dos niveis basais, quadro este denominado de
linfopenia (GREEN, ROWBOTTOM & MACKINNON,
2002; MOOREN, LECHTERMANN & VOLKER, 2004;
PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000; PEDERSEN,
RoHDE & OsTrROWSKI, 1998; PEDERSEN & TOFT, 2000;
RONSEN et al., 2001). Esta ¢ atribuida como um dos
fatores responsdveis pela instalagio de um quadro
imunossupressivo transitério, denominado de "janela
aberta”, onde o organismo estd mais susceptivel aos
antigenos, sendo bastante racional a associagdo entre
tais alteragdes fisioldgicas provocadas no sistema imune
apds sessdes exaustivas e a aumentada susceptibilidade
a IVASs (NIEMAN & PEDERSEN, 1999; PEDERSEN,
ROHDE & OstrOWSKI, 1998). Em geral, de quatro a
seis horas apds o término do exercicio fisico ou apds
24 horas de repouso, a contagem dos linfécitos volta

aos niveis basais (MEYER, FAUDE, URHAUSEN, SCHARHAG
& KINDERMANN, 2004; PEDERSEN, ROHDE &
OstrOWSKI, 1998; RONSEN etal., 2001), porém sessoes
de exercicios em intensidade moderada com curtos
perfodos de duragdo, nio demonstram provocar
declinio na contagem linfocitdria no pés-exercicio
(PEDERSEN, ROHDE & OsTROWSKI, 1998).

GREEN, ROWBOTTOM e MACKINNON (2002) rela-
tam que o exercicio sob condigdes agudas pode al-
terar a contagem, redistribui¢io, como também a
capacidade funcional celular. Essa linfopenia tran-
sitéria pode estar associada com alteragdes na res-
posta imune, podendo ser conseqiiéncia direta da
redistribui¢do, apoptose e capacidade proliferativa
linfocitdria reduzida, apds as sessoes de exercicios.
Estudos que avaliaram a mitogénese linfocitdria tém
apresentado resultados conflitantes com nenhuma
alteragao (GREEN, CROAKER & RowBOTTOM, 2003;
MENEGUELLO & CosTA Rosa, 2002; NIELSEN &
PEDERSEN, 1997; PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ,
2000), aumento (NIELSEN & PEDERSEN, 1997;
NIEMAN et al., 2005; PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ,
2000) e diminui¢ao (GREEN & RowsoTTOM, 2003;
HorrMaN-GOETZ, 1999; Koyama, Kaya, Tsujita &
Hori, 1998; MENEGUELLO & Costa Rosa, 2002;
PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000).

Considerando que os linfécitos desempenham
fung¢bes importantes na resisténcia as IVASs, que
essas células podem ser recrutadas dos dérgaos
linféides para a circulagio geral e que individuos
com baixo nivel de aptidao fisica, como em situa-
¢oes de pds-cirurgia, neoplasias severas ou porta-
dores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(HIV), devam iniciar programas de treinamento
com baixo volume e intensidade, investigamos as
respostas imunoldgicas ao exercicio para uma me-
lhor adequagio das sobrecargas de treinamento fi-
sico as populagdes citadas.

Estudos que avaliaram as modulagoes imunolégicas
decorrentes de exercicios de curta duracio sao escassos,
se restringindo a avaliar o nimero e apoptose
leucocitdria em corredores (TuaN, Hsu, Fong, Hsu,
Tsal, LEe & Kong, 2008); nimero e fagocitose de
macréfagos em ratos (FERREIRA et al., 2007a) assim
como ndmero, fagocitose e apoptose de neutréfilos
similarmente em ratos (FERREIRA, PRESTES, FROLLINT,
DonNaTTO, D1aS, GUERESCHI, BRAMBILLA, BOAVENTURA,
PitHON-CuURl, CURI, VERLENGIA, PALANCH &
CAVAGLIERI, 2007b).

Devido 4 exigiiidade de trabalhos que investigaram
o efeito do exercicio de curta duragio sobre o sistema
imune, o objetivo deste estudo foi avaliar a
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redistribui¢do de linfécitos circulantes e teciduais
mesentéricos, assim como a mitogénese de linfécitos
teciduais apds sessdes agudas de curta duragio em
intensidades submdximas. Tais varidveis podem

Materiais e métodos
Reagentes

Foram utilizados os corantes Turkey, May
Grunwald, Giemsa e Triplan Blue (Sigma, St. Louis,
MO, USA); os agentes mitogénicos Concanavalin
A (ConA) e Lipopolyccharide (LPS) (Sigma, St.
Louis, MO, USA); meio de cultura RPMI-1640
(Cultilab, Campinas, SP, BRA) e soro fetal bovino
(Sorali, Campo Grande, MS, BRA).

Animais

Todo o experimento foi conduzido de acordo
com a politica para pesquisas com animais
experimentais do American College of Sports
Medicine e Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal, sendo utilizado como modelo ratos machos
da linhagem “Wistar” (“Rathus novergicus var”,
“albinus”, “Rodentia”, “Mamalia”), adultos com
dois meses de idade, apresentando peso médio de
200 g, obtidos do biotério central da Universidade
Metodista de Piracicaba. Os animais receberam dgua
e alimentagao “ad libitum”, sendo mantidos em
gaiolas coletivas com trés animais por gaiola, em
ambiente com temperatura constante de 23 + 2 °C,
ciclo invertido claro/escuro de 12/12 horas com
inicio do periodo claro a partir das seis horas. Antes
de iniciar o protocolo experimental, os animais
permaneceram por 48 horas em adaptagio as
condig¢bes do biotério de pesquisa. O presente
estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em
Experimentagao Animal da Universidade Federal
de Sdo Carlos (no. protocolo: 017/20006).

Grupos experimentais

Os animais utilizados eram todos sedentdrios, sendo
divididos em trés grupos (n = 6 por grupo): a) grupo
controle - ndo exercitado (sigla Con); b) grupos
exercitados agudamente na intensidade leve pelos
periodos de cinco e 15 minutos (respectivas siglas Agl.5
e Agl15); e ¢) grupos exercitados agudamente na
intensidade moderada pelos mesmos periodos
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fornecer subsidios para o melhor entendimento da
relevincia e significado clinico dessas alteragoes no
quadro imune e a possivel relagio com 0 aumento na

susceptibilidade as IVASs.

(respectivas siglas AgM5 e AgM15). E definida como
sessdo aguda de exercicio, quando nao hd qualquer
tipo de adaptagio frente ao exercicio; assim os animais
dos grupos exercitados nunca haviam tido contato com
adgua até a realizagdo das sessoes de natagao, nao sendo
realizada adaptagio ao meio.

Exercicio fisico

O modelo de exercicio escolhido foi & natagio,
realizado em um tanque com dgua mantida em
temperatura controlada de 30 + 2 °C. Os animais dos
respectivos grupos exercitados se exercitaram apenas
por uma sessdo. Os animais que se exercitaram na
intensidade leve ndo usaram cargas adicionais; j4 os
animais que se exercitaram na intensidade moderada,
realizaram as sessdes de exercicios com uma carga
equivalente a 5% do peso corporal dos respectivos
animais acoplada ao dorso dos mesmos, a qual
corresponde a uma intensidade abaixo do limiar
anaerébio (VOLTARELLL, GOBATTO & MELLO, 2002).

Analise das variaveis

Os animais dos grupos experimentais foram sub-
metidos separadamente ao exercicio e mortos por
decapitagdo trés a quatro minutos apds o final das
sessoes estipuladas, ao passo que, os animais do gru-
po controle foram decapitados na situagio basal para
a andlise das varidveis, sendo que, a coleta de san-
gue e tecidos se deu sempre no mesmo perfodo da
tarde entre 14 e 17 horas. Este procedimento foi
realizado com o intuito de submeter os animais a
mesma influéncia do ritmo circadiano hormonal,
minimizando possiveis alteragoes fisioldgicas de
coletas realizadas em momentos diferentes do dia.

Contagem de leucdcitos circulantes
Apés a coleta do sangue em tubo de vidro com

4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (100 pl
para 3,5 ml de sangue) uma aliquota de 10 ul do
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sangue foi retirada, colocada em “eppendort” sen-
do entdo acrescentado 190 pl do corante Turkey;
com pipeta o tubo foi homogeneizado, sendo em
seguida preenchida a Cimara de Neubauer; e feita
a contagem total dos leucdcitos no Microscépio
C)ptico de Luz; sendo os resultados expressos em
numero de células x 10°¢ cel/ml (células/mililitro),
seguindo as descri¢des de (DORNFEST, LaPIN,
NauGHTON, Apu, Korn & GORDON, 1986).

Contagem de linfécitos circulantes

Apés a coleta do sangue em tubo de vidro com
EDTA (100 pl para 3,5 ml de sangue) uma aliquota
de 7,5 pl do sangue foi retirada e colocada sobre uma
lamina de vidro; com uma lamina extensora a gota de
sangue foi pressionada com Angulo de 45° em relagio
a outra extremidade da ldmina em velocidade
constante, caracterizando o esfregaco; em seguida, a
lamina foi seca a temperatura ambiente por dois a trés
minutos sendo precedida a coloragio com 3 ml de
corantes May Grunwald e Giemsa; apés quatro
minutos, foi colocado 5 ml de dgua destilada em cima
dalamina e dois minutos foram esperados; em seguida
a lamina foi lavada em 4gua corrente, deixando-a
inclinada para secar em temperatura ambiente; apés a
secagem a leitura do leucograma diferencial foi
realizada em objetiva de imersdo com dleo de imersao
em Microscépio Optico de Luz e aparelho
LEUCOTRON TP; o resultado expressa o nimero
relativo de linfécitos circulantes; sendo a partir do
ndmero relativo, obtido o niimero absoluto com os
resultados expressos em ntiimero de células x 10° cel/
ml (Célculo: CRLeuC x CALinC = CALeuC x
CRLinC onde: CRLeuC = contagem relativa total de
leucdcitos circulantes sendo a constante de 100%,
CALeuC = contagem absoluta total de leucécitos
circulantes contados na Camara de Neubauer, CALIinC
= contagem absoluta de linfécitos circulantes a se
descobrir e CRLinC = contagem relativa de linfécitos
circulantes obtido na contagem do leucograma
diferencial). Essa metodologia foi realizada
acompanhando as especificagdes propostas por

(DORNFEST et al., 1986).

Contagem de linfocitos
teciduais mesentérios

Depois de localizados os linfonddos
mesentéricos, o tecido ganglionar linféide foi sepa-
rado do tecido gorduroso com auxilio de material
cirtirgico; em seguida o tecido ganglionar linféide

foi comprimido por um sistema de malhas de ago
em um tubo “falcon” contendo 10 ml de meio de
cultura RPMI-1640; depois de realizada a filtragem
das células em papel de filtro, imediatamente as
mesmas foram centrifugadas por quatro minutos a
2000 rotagbes por minuto, formando-se o “pelet”;
o sobrenadante foi descartado e ressuspendido no-
vamente em 10 ml de meio RPMI-1640 com agi-
tador; em seguida foi coletado 100 pl da amostra e
colocada em um “eppendorf” com 900 pl de meio
RPMI-1640; posteriormente foi coletado 100 pl
dessa amostra colocando em novo eppendorf com
100 pl de corante Triplan Blue; com pipeta o tubo
foi homogeneizado sendo em seguida preenchida a
Céamara de Neubauer, realizando-se a contagem do
nimero total de linfécitos mesentéricos em Micros-
c6épio Optico de Luz; sendo os resultados expressos
em numero de células x 10° cel/ml, seguindo as
descri¢oes de (SERRANO, CURI, PARRY-BILLINGS,
WiLLIANS & NEWSHOLME, 1993), sendo a viabili-
dade celular (> 95%), jd previamente determinada
por exclusdo de Triplan Blue (OTTON, MENDONCA
& Curi, 2002; Pires, Curt & OTTON, 2007).

Preparo da cultura
dos linfécitos teciduais mesentérios

Apés a contagem dos linfécitos teciduais
mesentéricos, foi realizado o cdlculo para diluigio
(Célculo: CALinM x V1 = CAILinM x V2 onde:
CALinM = contagem absoluta do niimero total de
linfécitos mesentéricos contados na Cimara de
Neubauer, CAILinM = contagem absoluta inicial
de linfécitos mesentéricos que deve conter a solu-
¢io de cada “well” da placa de cultura, sendo uma
constante de 1 x 10° células para cada respectivo
“well” referente a cada animal na placa de cultura,
V1 = volume que deve-se coletar da solugao de cé-
lulas do tubo “falcon” para o plaqueamento nos re-
feridos “wells” e V2 = volume constante de 2 ml
que deverd conter cada “well” das referidas placas
de cultura); apés o cdlculo da dilui¢o, adicionou-
se o valor de V1 no “well” da placa referente a cada
animal, completando-se os “wells” com a quanti-
dade necessdria de meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e an-
tibiStico estreptomicina na concentragao de 2,5 g/
ml, acrescido ou nao dos mitégenos ConA (utiliza-
do para avaliar a funcionalidade dos linfécitos T) e
LPS (utilizado para avaliar a funcionalidade dos
linfécitos B) nas respectivas concentragoes de 5 e
25 pg/ml diluidos em meio RPMI-1640 acrescido
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de 10% de soro fetal bovino até atingir 2 ml em
cada “well”; apds o preparo das placas, as mesmas
foram incubadas em estufa ajustada para uma at-
mosfera com concentragio de 5% de CO, a uma
temperatura controlada de 37 °C. Essa metodologia
foi realizada acompanhando as especificagoes pro-
postas por (CAVAGLIERI, NISHIYAMA, FERNANDES,
Curi, MILEs & CALDER, 2003).

Curva de proliferacao
dos linfécitos teciduais mesentérios

As amostras foram coletadas 24 h, 36 h, 48 h,
72 h e 96 h (respectivas siglas T24h, T36h, T48h,
T72h e T96h) seguinte ao plaqueamento inicial
com a constante de 1 x 10 células (sigla Ti), sendo
que apds a retirada das aliquotas referente a cada
tempo de coleta, as placas foram novamente
incubadas na estufa de CO, para as posteriores
coletas; para cada tempo foi coletada uma aliquota
de 50 pl de cada amostra, que foi colocada em
“eppendorf” contendo 50 pl de corante Tripan
Blue; com pipeta o tubo foi homogeneizado sendo
em seguida preenchida a Cimara de Neubauer,

Resultados
Contagem dos leucdcitos circulantes

A contagem absoluta dos leucécitos circulantes
apresentou aumentos estatisticamente significantes
nos grupos AglL5 (110,39%), AgL15 (130,18%),
AgMS5 (207,04%) e AgM15 (181,76%) em rela-
¢ao ao Con (*); quando realizada a comparagio
entre grupos, aumento no grupo AgM5 (45,93%)
em relagio ao Agl5 (P) e no grupo AgM15
(22,41%) em relagao ao AgL15 (y) (FIGURA 1A).

Contagem dos linfécitos circulantes

A contagem relativa dos linfécitos circulantes
apresentou diminuigao estatisticamente significante no
grupo Agl5 (6,22%); aumentos nos grupos AglL15
(15,03%) e AgM5 (14,77%) e nenhuma alteragio no
AgM15 em relagdo ao Con (*); quando realizada a
comparagao entre grupos, aumento no grupo AgM5
(22,38%) em relagio ao AgL5 (P) e diminuigao no
grupo AgM15 (10,36%) em relago ao AgL15 (y)
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realizando-se a contagem do nimero total de
linfécitos mesentéricos em Microscépio Optico de
Luz; sendo os resultados expressos em niimero de
células x 10° cel/ml.

Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi realizada inicialmente
pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk e pelo teste
de homocedasticidade (critério de Bartlett). Todas
as varidveis apresentaram distribui¢io normal e
homocedasticidade, sendo utilizado o teste para
andlise de varidncia Anova “two way” (levando-se
em consideragao as varidveis intervenientes: inten-
sidade x duragdo) e quando a diferenca apresenta-
da era estatisticamente significante, aplicou-se o
teste paramétrico de Tukey para as comparagoes
multiplas. Foi fixado um nivel critico de 5% com
resultados expressos pela média + erro padrao da
média. Foi realizada a comparacio dos grupos exer-
citados com o controle, assim como entre os gru-
pos com mesmo volume, porém com diferentes
intensidades. O “software” utilizado para o trata-
mento dos dados foi o Statistica® 6.1.

(FIGURA 1B). Quanto a contagem absoluta,
aumentos estatisticamente significantes nos grupos
Agl5 (97,36%), Agll15 (164,91%), AgM5
(252,45%) e AgM15 (190,57%) em relagao ao Con
(*); quando realizada a comparagio entre grupos,
aumento no grupo AgM5 (78,58%) em relagdo ao
AgL5 (®) e nenhuma alteragio no grupo AgM15 em
relagao ao AgL15 (FIGURA 1C).

Contagem dos linf6citos
teciduais mesentérios

A contagem absoluta dos linfécitos teciduais
mesentéricos apresentou aumentos estatisticamen-
te significantes nos grupos AgL5 (31,79%), AgM5
(28,13%) e AgM15 (45,43%) e nenhuma altera-
¢ao no AglL15 em rela¢io ao Con (*); quando rea-
lizada a comparagdo entre grupos, aumento no
grupo AgM15 (44,74%) em relacao ao AgL15 (y)
e nenhuma alteracio no grupo AgM5 em relagao

ao AglL5 (FIGURA 1D).
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n =6 por grupo;
quando estatisticamen-
te significantes:

(*) para os grupos
AgL5, AgL15, AgM5 e
AgM15 em relagdo ao
Con;

() para o grupo AgM5
em relagao ao AgL5;
(w) para o grupo
AgM15 em relagéo ao
grupo AgL15;

p <0,05.

Curva de proliferacao
dos linfécitos teciduais mesentérios

Quando realizada a comparagio dos grupos
Agl5s, AgL15, AgM5 e AgM15 em relagao ao
Con estimulados com ConA, os resultados apon-
taram para nenhuma alteragdo estatisticamente
significante na prolifera¢ao dos linfécitos
teciduais mesentéricos (FIGURA 2A, 2B, 2C e
2D). Na comparagao dos grupos Agl5, AgL15,

M’ Leucocitos Circulantes (x 10°celiml) T

Con  AgL5 AgL15 AgM5S AgM15

-

N Linfécitos Circulantes (x 10°celiml) )

Con

AgL5 AgL15 AgM5 AgM15

AgM5 e AgM15 em relagio ao Con estimulados
com LPS, os resultados apontaram para diminui-
¢Oes estatisticamente significantes nas amostras
T48h (23,13%) (@), T72h (24,78%) (L) e T96h
(43,87%) (L) para o grupo AgL5 (FIGURA 3A);
na amostra T96h (30,86%) () para o AgL15
(FIGURA 3B); nas amostras T72h (26,14%) (L)
e T96h (30,86%) (L) para o AgM5 (FIGURA
3C); e nenhuma alteragao nas amostras do gru-

po AgM15 (FIGURA 3D).
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FIGURA 1 - Valores expressos pela média + erro padrao da média; nimero absoluto de leucécitos circulantes
(A), nimero relativo de linf6citos circulantes (B), nimero absoluto de linfécitos circulantes (C),
namero absoluto de linfécitos teciduais mesentéricos (D); nos grupos Controle (Con), Agudo Leve
5 minutos (AgL5), Agudo Leve 15 minutos (AgL15), Agudo Moderado 5 minutos (AgM5) e Agudo

Moderado 15 minutos (AgM15).
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FIGURA 2 - Valores expressos pela média + erro padrao da média; curva de proliferacio dos linfécitos teciduais

mesentéricos dos grupos controle e exercitados, das amostras avaliadas nos periodos:
imediatamente (Ti), 24 h (T24h), 36 h (T36h), 48 h (T48h), 72 h (T72h) e 96 h (T96h) apds o
plaqueamento; dos grupos Controle (Con) e Agudo Leve 5 minutos (AgL5) (A), Controle (Con) e
Agudo Leve 15 minutos (AgL15) (B), Controle (Con) e Agudo Moderado 5 minutos (AgM5) (C),
Controle (Con) e Agudo Moderado 15 minutos (AgM15) (D).

—1[1—(Con-Sem
Mitégeno);

——i— (Con-ConA);
—mB— (Agl5,
AgL15, AgM5 e AgM15
- Sem Mitdgeno);
—O—(AglLs,
AgL15, AgM5 e AgM15
- ConA);

n =6 por grupo.
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—1T1—(Con - Sem
Mitégeno);

—i¢— (Con-LPS);
—— (AglL5,
AgL15, AgM5 e AgM15
- Sem Mitégeno);
——(AglLs,
AgL15, AgM5 e AgM15
- LPS);

n =6 por grupo;
quando estatisticamen-
te significantes:

(¢) para o grupo AgL5,

AgL15 e AgM5 em re-

lagdo ao Con na amos-
tra T48h;

() na T72h;

(€2) na T96h;

p <0,05.
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FIGURA 3- Valores expressos pela média + erro padrao da média; curva de proliferacao dos linfécitos teciduais
mesentéricos dos grupos controle e exercitados, das amostras avaliadas nos periodos:
imediatamente (Ti), 24 h (T24h), 36 h (T36h), 48 h (T48h), 72 h (T72h) e 96 h (T96h) apods o
plaqueamento; dos grupos Controle (Con) e Agudo Leve 5 minutos (AgL5) (A), Controle (Con) e
Agudo Leve 15 minutos (AgL15) (B), Controle (Con) e Agudo Moderado 5 minutos (AgM5) (C),
Controle (Con) e Agudo Moderado 15 minutos (AgM15) (D).
Discussao

De forma geral, o protocolo de exercicio fisico
agudo utilizado no presente estudo, realizado em
intensidades submdximas, mesmo que por curtos
periodos de até 15 minutos, induziu leucocitose e
linfocitose nos grupos Agudos cinco e 15 minutos
em ambas as intensidades (FIGURA 1A e 1C),
porém quanto aos linfécitos teciduais mesentéricos,
observamos aumento apenas nos grupos Agudos
cinco minutos leve, cinco e 15 minutos moderado
(FIGURA 1D). Quanto 2 capacidade proliferativa
dos linfécitos teciduais, nenhuma alteragio foi

observada na funcionalidade celular T (FIGURA
2A, 2B, 2C e 2D). No entanto, foram detectadas
diminui¢bes na capacidade proliferativa dos
linfécitos B para os grupos Agudos cinco minutos
em ambas as intensidades e 15 minutos leve
(FIGURA 3A, 3B e 3C) com nenhuma alteragao
para o grupo 15 minutos moderado (FIGURA 3D).

Apesar de PEDERSEN ¢ HOFFMAN-GOETZ (2000)
salientarem que sessoes de exercicios regulares em
intensidades submdximas podem nao alterar a
contagem de linfécitos, esse fato nao foi observado
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no presente estudo, possivelmente pela caracteristica
aguda das sessoes, e pela auséncia de adaptagio ao meio,
apesar do curto perfodo e intensidades submdximas
das mesmas, justificando o0 aumento na contagem dos
linfécitos circulantes (FIGURA 1B e 1C). Aumentos
nas contagens dos linfécitos, similarmente foram
encontrados em ratos, tanto apds protocolo agudo de
natagio em intensidade moderada até a exaustio,
chegando até a 10 horas de exercicio continuo
(KaUurMAN et al., 1994; PrESTES et al., 2007), como
depois de protocolo agudo de corrida em esteira por
30 minutos em intensidade moderada a 60% do
consumo mdximo de oxigénio (VO,_,) (Su, CHEN
& JEN, 2001); assim como em mulheres adultas apés
30 minutos de caminhada, similarmente a 60% do
VO, . porém jd adaptadas ao exercicio em questdo
(NIEMAN et al., 2005).

Ainda, os estudos que avaliaram a redistribui¢ao
de leucdcitos e linfécitos utilizando-se de modelos
animais perfizeram programas de treinamento
durando semanas (Fu et al., 2003; GONCALVES &
Luciano, 1999; KAUFMAN et al., 1994; RoGATTO
& LuciaNo, 2002), sendo que quando se utilizaram
sessdes agudas de exercicios, as pesquisas
apresentaram uma variagao no volume de 30
minutos até a exaustao, chegando a até 10 horas de
exercicio ininterrupto (Fu et al., 2003; KAUFMAN et
al., 1994; PrestES et al., 2007; Su, CHEN & JEN,
2001), contrastando com o protocolo do presente
estudo, realizado em intensidades submdximas e
curta duragao de até 15 minutos.

Assim torna-se dificil 2 comparacio dos resulta-
dos encontrados na literatura com os do presente
estudo, pela discrepancia na duragao dos protoco-
los. Apesar das sessoes terem sido realizadas em in-
tensidades submdximas, como j4 mencionado, as
mesmas foram agudas, o que pode estar relaciona-
do com aumentada liberagao de catecolaminas, in-
duzindo maior mobiliza¢io leucocitdria dos tecidos
para o sangue (PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ,
2000). KAUFMAN et al. (1994) e GALBO, RICHTER,
Hovst e CHRISTENSEN (1977) mostraram que ani-
mais sedentdrios em comparagio aos treinados por
quatro e 12 semanas, apresentaram maior libera-
¢do de adrenalina e leucocitose.

A relagio diretamente proporcional entre
liberagao de catecolaminas e leucocitose,
similarmente tem sido observada em estudos
realizados com seres humanos (ARLT & HEWISON,
2004; BAIN et al., 2000; MiLLs et al., 1999; MINETO
et al., 2005; PEDERSEN & HorrMAN-GOETZ, 2000;
RONSEN et al., 2004).
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Os efeitos do exercicio agudo sobre o aumento no
numero de leucdcitos e linfécitos circulantes sao mediados,
pelo menos em parte, pela ativagio do sistema nervoso
simpdtico (MiLLS etal., 1999), por meio do aumento agudo
dos niveis plasmdticos de catecolaminas durante o exercicio
(CanawLr & KrurL, 2001; DisHMAN, 1997; KAUFMAN et
al.,, 1994). Este mecanismo pode ter sido responsdvel pela
leucocitose e linfocitose apds as sessoes do presente estudo
(FIGURA 1A ¢ 1C), visto que os animais eram sedentdrios
e o exercicio agudo.

Os resultados demonstram que o exercicio
moderado em relagio ao leve estd associado com maior
mobilizagio celular para a corrente sangiiinea, até o
periodo de 15 minutos com relagio aos leucdcitos totais
(FIGURA 1A) e cinco minutos para os linfécitos
circulantes (FIGURA 1C), corroborando com PRESTES
etal. (2007), BaN et al. (2000), PEDERSEN e HOFEMAN-
GOETZ (2000) que destacaram o aumento da contagem
leucocitdria e linfocitdria na circula¢do geral
linearmente de acordo com a elevagio da intensidade
do exercicio. Diferentemente do padrio de resposta
da contagem absoluta dos linfécitos circulantes
(FIGURA 1C), a contagem relativa dessa populagdo
leucocitdria nio apresentou correlagio com a
intensidade de exercicio (FIGURA 1B).

Similarmente, com relagao aos linfécitos
mesentéricos, os grupos Agudos cinco minutos em
ambas as intensidades e 15 minutos moderado
apresentaram aumentos na contagem absoluta.
Aparentemente a duragdo do exercicio ¢ o fator mais
preponderante em relacio a intensidade para sessoes
agudas de até 15 minutos, caso as intensidades
preconizadas nio ultrapassem a moderada, devido ao
aumento no grupo 15 minutos moderado em relagio
a0 leve, e a nio alteragdo entre os grupos exercitados
por cinco minutos nos linfécitos mesentéricos
(FIGURA 1D), diferentemente da resposta dos
linfécitos circulantes que parece estar mais associada a
intensidade. Respostas diferenciadas poderiam vir a
ocorrer apds sessoes agudas de até 15 minutos, caso
realizadas acima do limiar anaerébio.

Segundo PresTES etal. (2007), RonseN etal. (2001),
PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ (2000) a contagem de
linfécitos nos érgaos linféides secunddrios pode
diminuir em sessdes de exercicios realizadas por longos
perfodos ou em alta intensidade. Tais resultados sao
diferentes dos obtidos no presente estudo, jd que o
mesmo foi realizado em intensidades submdximas por
periodos nao superiores & 15 minutos, justificando a
nio alteragio ou até mesmo aumentos no niimero de
linfécitos mesentéricos para os grupos exercitados

(FIGURA 1D).
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A liberagao de células do bago e dérgaos linfdides
tem sido cogitada como responsdvel pela linfocitose
durante o exercicio (KAUFMAN et al., 1994; NIELSEN et
al., 1997), locais de armazenamento celular que pro-
vavelmente teriam contribuido para a leucocitose e
linfocitose em todos os grupos exercitados (FIGURA
1A e 1C), o que esta de acordo com GABRIEL e
KINDERMANN (1998) que citaram os 6rgaos linfdides
secunddrios como responsdveis pelo aumento na con-
tagem dos leucdcitos circulantes. O processo de
desmarginagdo, que compreende a mobilizagao dos
leucdcitos ligados ao endotélio de 6rgaos linfdides e
nao linféides como bago, para a circulagao geral, de-
corrente das alteragbes hemodinimicas provocadas
pelas catecolaminas (JAGELs & HuaL, 1994; NIELSEN
et al., 1997) também ¢ tido como fator para a
leucocitose observada nos grupos exercitados. Em es-
tudo realizado por NIELSEN et al. (1997) foi demons-
trado que aproximadamente 67% da linfocitose
induzida pelo exercicio ¢ decorrente da liberagao de
células provenientes do bago e 6rgaos linféides.

Interpolando os resultados da contagem absoluta
dos linfécitos circulantes com os das células linfocitdrias
dos linfonédos mesentéricos (FIGURA 1C e 1D),
sugere-se que outros compartimentos celulares devam
estar contribuindo para as alteragdes na contagem e
redistribui¢ao dos linfdcitos apds as sessoes de exercicios
do presente estudo.

Dentre a subpopulagio de linfécitos, as células
Natural Killer (NK) apresentam maiores elevacoes
durante o exercicio (FRISINA, GAUDIERI, CABLE,
Keast & PALMER, 1994; MILES, MACKINNON,
GROVE, WiLLIAMS, BUsH, MARX, KRAEMER & Mas-
TRO, 2002; NIEMAN et al., 2005; PEDERSEN, ROHDE
& OsTROWSKI, 1998) por apresentarem maior nu-
mero de receptores 3-adrenérgicos, com os linfécitos
B e T-citotéxicos um numero intermedidrio e as
células T-auxiliares o menor nimero (PEDERSEN &
STEENSBERG, 2002).

KAUFMAN et al. (1994) observaram alteracoes
diferenciadas nas subclasses linfocitdrias apds o
exercicio de natagao em ratos, na circulagdo geral e
no bago. Nos linfécitos circulantes nio foram
observadas alteragoes no percentual das células T-
citotéxicas e T-auxiliares, aumento nas células NK
e diminui¢io nos linfécitos B. Com relagio aos
esplendcitos, estes apresentam uma resposta inversa,
com diminuigio nas células T-citotdxicas, nenhuma
alteragao nas células T-auxiliares, diminui¢do nas
células NK e nenhuma alteragao nos linfécitos B.
Embora no presente estudo, as subpopulagées
linfocitdrias nao tenham sido avaliadas, as alteragoes

nas contagens absoluta e relativa dos linfécitos
possivelmente podem ter sido primariamente
influenciadas por aumentos nas células NK.

As pesquisas com relagio a mitogénese
linfocitdria, que também utilizaram ratos, foram
realizadas com protocolos que perfizeram progra-
mas de treinamento durando de quatro até 15 se-
manas (HorrMAN-GOETZ, THORNE & HOUSTON,
1988; KAUFMAN et al., 1994; MaHAN & YOUNG,
1989; NASRULLAH & MAZZEO, 1992; SUGIURA,
NisHIDA, SuGIURA & MIRBOD 2002), sendo que
quando se utilizaram sessdes agudas, as mesmas
apresentaram varia¢ao no volume de 30 minutos
até a exaustdo, chegando a horas de exercicio
ininterrupto (FErRrRY, WEILL & RiEU, 1990;
HorrMAN-GOETZ, THORNE & HousToN, 1988;
KAUFMAN et al., 1994; MaHAN & YOUNG, 1989),
também contrastando com o protocolo emprega-
do no presente estudo com curta duragdo de até 15
minutos em intensidades submdximas.

NIEMAN et al. (2005) observaram aumento da
proliferagdo celular, apés uma sessao de exercicio
de caminhada em intensidade moderada por 30
minutos, em individuos j4 adaptados ao exercicio.
Ainda, SUGIURA et al. (2002) verificaram melhora
na mitogénese de esplendcitos de ratos apds oito
semanas de treinamento em esteira. Em oposi¢ao
FrisiNa et al. (1994), SHINKAI, SHORE, SHEK e
SHEPHARD (1992) demonstraram que a capacidade
proliferativa celular T estava diminuida apés ses-
soes em esteira e cicloergdmetro por periodos de
30 a 60 minutos, quando realizadas de forma agu-
da. Diferentemente FErrRY, WEILL e RiEU (1990) nio
observaram alteragdo apds uma sessao aguda de
exercicio em esteira por 60 minutos em ratos.

Sessoes agudas de exercicios, realizadas por curtos
periodos de cinco e 15 minutos, na intensidade leve e
moderada, ndo foram capazes de promover alteragoes
na mitogénese celular apds estimulagdo com ConA,
(FIGURA 2A, 2B, 2C e 2D), sugerindo que
aparentemente a funcionalidade celular T ndo estaria
afetada apds sessoes de exercicios realizadas nessas
condicoes, sendo esses resultados similares aos
apresentados por FERRY, WEILL e RiEU (1990) que
também nio observaram alteragoes na mitogénese das
células T de ratos, apds exercicio em esteira realizado
60 minutos, perfodo este, notavelmente superior ao
do presente estudo. Esses resultados se diferenciam dos
estudos de FRISINA et al. (1994), SHINKAI et al. (1992)
onde foram observadas diminui¢bes na resposta
proliferativa celular T, apds exercicio realizado em
esteira ou cicloergdmetro. Porém as sessoes realizadas
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nesses estudos, apesar de realizadas de forma aguda,
apresentaram duragdo de 30 a 60 minutos, volume
este também superior ao empregado no presente
estudo, o que pode justificar a discrepancia nos
resultados.

Porém, quando analisadas as amostras estimuladas
com LPS, frente &s mesmas condigoes de exercicio, os
resultados mostram diminuigiao da capacidade
mitogénica celular para os grupos Agudos cinco
minutos em ambas as intensidades e 15 minutos leve,
com nenhuma alteragao para o grupo 15 minutos
moderado (FIGURA 3A, 3B, 3C e 3D), sugerindo
de forma geral, uma diminui¢do na capacidade
proliferativa dos linfécitos B, apds sessoes agudas
realizadas em intensidades submdximas, mesmo que
por curtos perfodos de até 15 minutos.

Foi demonstrado na literatura que, diminui¢oes na
capacidade funcional linfocitdria sao reguladas por
aumentos na capacidade fagocitdria de macréfagos,
contrabalanceando a redugio na atividade linféide
(ORTEGA, 1994). Nesse sentido, foi observado em
nosso laboratério, aumento na fagocitose dos
macréfagos peritoneais nos grupos Agudos cinco e 15
minutos leve com nenhuma alteragao nos grupos
Agudos cinco e 15 minutos moderado (FERREIRA et
al., 2007a). Aparentemente esses resultados,
demonstram que a imunidade inata estaria tentando
contrabalancar a diminuida funcionalidade celular B
induzida por LPS (FIGURA 3A, 3B ¢ 3C) instalada
apds as sessoes de exercicio propostas.

Ademais, os resultados obtidos no presente es-
tudo sugerem que a prépria imunidade adquirida
tende a também regular o seu funcionamento a cerca
de suas diferentes subpopulagdes linfocitdrias, de-
vido & queda na mitogénese celular B induzida por
LPS (FIGURA 3A, 3B e 3C) com concomitante
nao alteragdo proliferagao celular T induzida por
ConA (FIGURA 2A, 2B, 2C e 2D).

MENEGUELLO e CosTa Rosa (2002) demonstraram
que seis semanas de exercicio aerdbio de natagio em
ratos, foram responsdveis por diminui¢ao da
capacidade proliferativa das células linfocitdrias do
sangue ¢ nenhuma alteragio da mitogénese dos
linfécitos mesentérios. Nesse sentido, aparentemente
a queda na capacidade proliferativa dos linfécitos

Consideracoes finais

O presente estudo demonstrou que sessdes agudas
de exercicios, em intensidades submdximas, mesmo
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mesentéricos do presente estudo, poderia ser revertida
com a continuidade do treinamento. Porém, nio se
pode negligenciar a diminui¢do na funcionalidade
celular B induzida por LPS (FIGURA 3A, 3B e 3C)
como sendo um quadro que poderia ser rapidamente
revertido com a continuidade do treinamento, j4 que
o tempo de permanéncia dessa diminuigao funcional
com relagao aos linfécitos B desde a primeira sessao
de exercicio até as respostas agudas das sessdes
subseqiientes necessita de maiores investigagoes. Vale
ressaltar ainda, que as varia¢oes inter individuos, no
que diz respeito a adaptagio ao meio, devem ser
consideradas, j4 que o tempo de adaptagio pode
apresentar diferencas entre os mesmos.

Com relagdo aos estudos que avaliaram a capacida-
de mitogénica linfocitdria e nivel de aptiddo fisica, os
mesmos apresentaram resultados diversos, com nenhu-
ma alteragio (N1EMAN, BUuckiEy, HENSON, WARREN,
SUTTLES, AHLE, SIMANDLE, FAGoAGA & NEHLSEN-
CANNARELLA, 1995) ou aumento para individuos mais
condicionados em comparagdo com os menos fisica-
mente ativos (Baj, KANTORSKI, MAJEWSKA, ZEMAN,
Poxoca, FOrRNALCZYK, TCHORZEWSKI, SULOWSKA &
LEwickl, 1994) necessitando de mais estudos para con-
clusées consistentes.

A queda na mitogénese celular B induzida por
LPS pode estar associada a supressio na produgio
de Imunoglobulina A (IgA) salivar, porém seria
prematuro afirmar tal possibilidade j4 que as con-
centragdes de IgA salivar nao foram dosadas.

KAUFMAN et al. (1994) avaliaram a mitogénese de
esplendcitos de ratos submetidos a quatro semanas de
treinamento de nata¢io apds estimulagio com ConA,
demonstrando aumento na mitogénese celular
comparado ao grupo controle. Por outro lado, é
importante ressaltar que as células analisadas foram os
linfécitos provenientes do bago e alteragdes
diferenciadas poderiam ocorrer nos linfécitos
mesentéricos, mesmo sob as condicoes de exercicio
aplicadas nos animais do presente estudo. Outro
indicio de que a prépria imunidade adquirida possa
estar tentando contrabalancear a queda na
funcionalidade celular B, seria 0 aumento na contagem
absoluta de linfécitos circulantes e teciduais (FIGURA
1C e 1D), apés as referidas sessdes de exercicios.

que por curtos perfodos de cinco e 15 minutos, foram
responsdveis por induzir leucocitose e linfocitose. Além



DIAS, R. et al.

disso, apesar de nao terem sido capazes de alterar a
capacidade proliferativa celular T induzida por ConA;
de forma geral, foram responsdveis por modular
negativamente a mitogénese da subpopulagio de
linfécitos B induzida por LPS, predizendo que
aparentemente a imunidade humoral parece estar com
sua funcionalidade diminuida em relagao a imunidade
celular no que diz respeito aos linfécitos teciduais
mesentéricos. Ainda, diferenciadas respostas poderiam
ocorrer na mitogénese dos linfécitos circulantes,
abrindo novas perspectivas. A redistribui¢ao de células
imunes, observada entre os compartimentos de
armazenamento e sangue, pode ter importantes
implicagdes clinicas, podendo estar associada com uma

provdvel adequagiao do sistema imune a uma
diminuida funcionalidade dos linfécitos mesentéricos,
ap6s sessoes delineadas no presente estudo. Dessa
forma, a relevincia e o significado clinico dessas
alteragdes, precisam ser mais bem esclarecidos para
o melhor entendimento da complexa triade:
exercicio fisico; respostas imunoldgicas e
susceptibilidade a IVASs. Sumariamente, os
resultados apresentados mostram que sessoes agudas
de exercicios, nas intensidades leve e moderada,
mesmo que por curtos perfodos de cinco e 15
minutos, nio sdo indcuas frente a resposta imune,
enaltecendo a importincia de mais pesquisas com
protocolos de curta duragio.

Abstract
Effect of acute of short term exercise on rat circulating leukocytes and tissues lymphocytes

Acute exercise sessions produce an immune system response, possibly leading to cessation, loss of
continuity or performance decrement during the training period, caused by the increased upper respiratory
infections (IVASs) susceptibility. Considering that lymphocyte cells have to fight infections and that
sedentary subjects in poor physical condition should enroll physical programs of low intensity and
volume, the aim of this study was to evaluate the amount of circulating leukocytes and lymphocytes as
well as the mesenteric lymphocytes tissues, and the proliferative capacity of tissues lymphocytes in
male Wistar rats submitted to acute sets of 5 and 15 minutes of low and moderate intensities. Results
show leukocytosis and lymphocytosis in both groups 5 and 15 minutes of low and moderate intensities,
increased tissue lymphocytes counting in the 5 minutes group of low intensity and in the 5 and 15
minutes groups of moderate intensity, in general, no alteration in the T cellular proliferative capacity,
however with reduction in B lymphocytes in the 5 and 15 minutes groups of low intensity and in the 5
minutes of moderate intensity. The relevance and the clinical meaning of these alterations need to be
well clarified for a better understanding of the complex triad: physical exercise, immunological responses
and infections susceptibility after submaximal sets of short term.

Uniterms:  Acute physical exercise; Immune system acquired; Circulating lymphocytes; Tissues
lymphocytes; Cellular redistribution; Proliferative response.
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