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Resumo - O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos do exercicio agudo sobre o nimero de leucécitos totais, linfécitos e
citocinas circulantes. Foram utilizados ratos Wistar, com + 2 meses, divididos em 3 grupos (n=6, por grupo): 1) controle se-
dentdrio (C), 2) exercitado em intensidade leve até a exaustdo (sem sobrecarga adicional) (EXL), e 3) exercitado em intensidade
moderada até a exaustdo (sobrecarga de 5% do peso corporal acoplado na regiGo dorsal) (EXM). Foram analisados os leucé-
citos, linfécitos circulantes dos linfonodos mesentéricos e a concentracdo de citocinas. Aplicou-se o teste estatistico ANOVA two
way, seguido de Post Hoc Tukey, com p<0.05. Foram observados aumento nos leucécitos e linfécitos circulantes para os grupos
EXL e EXM comparados ao controle; reducéo nos linfécitos mesentéricos no EXL em relacdo ao controle; reducéo no TNF-a no
grupo EXM; e aumento na IL-6 circulante no EXL quando comparados ao controle. Concluiu-se que, o exercicio realizado até
a exaustdo pode promover leucocitose e linfocitose. O exercicio realizado por 10 horas em média (EXL) induz a reducd@o nos
linfécitos teciduais, podendo contribuir para a linfocitose nesta mesma situacao. O exercicio de 10 horas em média eleva a IL-6
e o exercicio realizado até a exaustdo com sobrecarga reduz o TNF-a.
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ABSTRACT

Influence of acute physical exercise on leukocytes, lympho-
cytes and circulating cytokines levels

The purpose of this issue was to verify the effects of exercise on leukocytes, lym-
phocytes count and seric cytokines levels. Wistar rafs were used (2 months old),
divided into three groups (n=6): 1) a sedentary control (C), 2) group exercised
at low intensity until exhaustion (without additional load) (EXL), and 3) group
exercised at moderate intensity until exhaustion (EXM) (additional load of 5% of
their body weight adapted on their backs). The analyses performed were: total
leukocytes and lymphocytes count, lymphocytes from lymph nodes and seric
cytokines. The statistical analysis was done applying the ANOVA two way test,
followed by Tukey’s post hoc, with a p<0.05. A significant increase in leukocytes
and blood lymphocytes was observed for EXL and EXM in relation to control; it
was also observed decrease in lymphocytes from lymph nodes in EXL as compared
to control. For cytokines, it was observed decrease in TNF-a. levels in EXM, and
increase in IL-6 for EXL as compared to control. It was concluded that, exercise
performed until exhaustion induces both, leukocytosis and lymphocytosis. Exer-
cise performed during 10 hours in average (EXL) promotes reduction in tissue
lymphocytes, contributing to lymphocytosis in this situation. Exercise of 10 hours
in average increase IL-6 and exercise fo exercise exhaustion with additional load
decrease TNF-aL.

Keywords: Physical exercise, immune system, lymphocytes, cytokines

INTRODUCAO

Influencia del ejercicio fisico agudo realizado hasta el
agotamiento sobre el nimero de leucocitos, linfocitos
y citocinas circulantes

El o efivo de este estudio fué verificar los efectos del ejercicio agudo sobre el
numero de leucocitos totales, linfocitos y citocinas circulantes. Fueron utilizados
ratones Wistar, + 2 meses, divididos en 3 grupos (n=6, por grupo): 1) control sed-
entario (C), 2) ejercitado en infensidad leve hasta el agotamiento (sin sobrecarga
adicional), (EXL) y 3) ejercitado en infensidad moderada hasta el agotamiento
(sobrecarga de 5% del peso corporal acoplado en la regién dorsal), (EXM).
Fueron analizados los leucocitos, linfocitos circulantes y los linfonodos mesen-
téricos y concentracion de citocinas. Se ha aplicado el fest estadistico ANOVA
two way, seguido de Post Hoc Tukey, con p=<0.05. Fué observado aumento en
los leucocitos y linfocitos circulantes para los grupos EXL y EXM comparados al
control; reduccién en los linfocitos mesentéricos en el EXL relativo al control.
Fué observado reduccién en el TNF-a en el grupo EXM y aumento en la IL-6
circulante en el EXL cuando comparados al control. Se ha concluido que, el
ejercicio realizado hasta el agotamiento puede promover leucocitosis y linfocitosis.
El ejercicio realizado por 10 horas como promedio (EXL) induce a la reduccién
en los linfocitos tejiduales, pudiendo contribuir para la linfocitosis en esta misma
situacion. El ejercicio de 10 horas como promedio eleva hasta IL-6 y el ejercicio
realizado hasta el agotamiento con sobrecarga reduce el TNF-a..

Keywords: Ejercicio fisico, sitema inmune, linfocitos, citocinas

A intensidade, a duracéo e a freqiéncia do exercicio exercem
papel chave na determinacéo das respostas imunolégicas, po-
dendo aumentar ou reduzir tal funcdo' 2. A prdtica de atividade
fisica regular realizada em intensidade moderada pode levar
& reducdo na ocorréncia de infeccoes, especialmente do trato
respiratério superior (ITRSs)'.

Por outro lado, treinamentos de alto volume e intensidade re-
alizados por atletas tém sido relacionados com aumentos da
susceptibilidade a ITRSs®. Treinamentos intensos podem, ainda,
reduzir a func@o de linfécitos ou acelerar o processo de apoptose
nestas células®.

O aumento no tréfico de linfécitos é tipicamente controlado pelas
concentracées de catecolaminas, especialmente em atividades
de curta duracdo®®. As reducdes observadas no nimero de lin-
fécitos circulantes sofrem influéncias do cortisol, particularmente
em exercicios de duracdo mais prolongada’ 8.

O exercicio fisico afeta a producéo sistémica de citocinas, princi-
palmente o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-
1B, interferons, interleucina-6 (IL-6) e outras citocinas®!%'!.

A IL-6 é uma molécula de sinalizacéo intercelular associada
com o controle e a coordenac@o de respostas imunes, sendo
secretada pelos macréfagos e linfécitos em resposta a les@o ou
infecc@o'?. As elevacoes na IL-6 em resposta ao exercicio podem
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exercer um papel antiinflamatério, principalmente pela inibicdo
na producdo de TNF-a, uma citocina tipicamente pré-inflamaté-
ria'. O TNF-a induz efetivamente respostas inflamatérias locais
e auxilia no controle de infeccdes'. A IL-2 exerce efeitos regula-
térios sobre a maioria das células corporais, especialmente sobre
as células imunes, e é produzida pelos linfécitos T auxiliares e
células “natural killers” (NK). Esta citocina exerce um importante
papel nas respostas celulares humorais e inflamatérias'®.

O exercicio extenuante demonsirou suprimir a fungéo dos lin-
fécitos T e NK, possivelmente comprometendo a producéo de
citocinas a partir destas células'®. As agdes da IL-2 incluem a
estimulacé@o da proliferacdo e diferenciacéo de células Be T, a
elevacdo da citotoxidade de linfécitos, ativacdo de monécitos/
macréfagos e a liberacdo de outras citocinas como TNF-a e
IFNy'’”. Séo escassos os trabalhos que analisaram o efeito agudo
do exercicio realizado até a exaustdo em diferentes intensidades
sobre o nimero de linfécitos dos linfonodos mesentéricos, bem
como se o exercicio realizado até a exaustdo pode modular a
producéo de citocinas, essenciais & resposta imune.

Considerando estas possiveis alteracées imunes apresentadas, o
objetivo deste trabalho estd centrado em analisar o efeito agudo
do exercicio fisico (natacdo) em diferentes intensidades sobre o
nUmero de leucdcitos totais, linfécitos circulantes e teciduais e
citocinas plasmdticas de ratos.
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METODOLOGIA

Animais

Ratos machos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia), com 2 meses de idade, que foram obtidos
do biotério Central da Universidade Metodista de Piracicaba.

Os animais receberam dgua e alimentacédo ad libitum e foram
mantidos em ambiente com temperatura constante de 23°C =+
2°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com luz acesa a partir
das 6 horas, e em gaiolas coletivas (3 animais por gaiola). Antes
de iniciar o periodo experimental, os animais permaneceram por
48 horas em adaptacdo as condicdes do biotério de pesquisa.
O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Séo Carlos

(n0O protocolo: 017/2006).

Grupos experimentais
Os animais foram divididos em 3 grupos:

1) grupo confrole — animal sedentdrio, ndo tendo nenhuma
participagéo nos protocolos de exercicio fisico, identificado
pela sigla (C);

2) grupo com exercicio fisico agudo - animais realizaram uma
Unica sessdo de exercicio fisico até a exaust@o na intensidade
leve, identificado pela sigla (EXL);

3) grupo com exercicio fisico agudo - animais realizaram uma
Unica sessdo de exercicio fisico até a exaustdo na intensidade
moderada, identificado pela sigla (EXM).

Para todos os grupos experimentais n=6 animais.

Exercicio Fisico

A natacéo foi realizada em um tanque com a temperatura de
32°C. Para realizacéo do exercicio na intensidade moderada,
cargas adicionais com 5% do peso corporal dos animais foram
acopladas em suas regides dorsais, o que corresponde a uma
intensidade abaixo do limiar anaerébio'®. No exercicio de inten-
sidade leve nédo foram utilizadas cargas adicionais. Os animais
dos grupos experimentais foram submetidos separadamente
ao exercicio fisico e sacrificados de 3 a 4 minutos apés o final
das sessées de exercicio estipuladas, para andlise das varidveis
sanguineas e teciduais, o que aconteceu no mesmo periodo do
dia (entre 14 e 17 horas), incluindo o grupo controle.

Portanto, todos os animais foram submetidos & mesma influéncia
do ritmo circadiano hormonal, minimizando possiveis alteracdes
fisiolégicas decorrentes de coletas realizadas em momentos di-
ferentes do dia. O critério utilizado para determinar a exaustéo,
foi o momento em que os animais afundavam e ndo conseguiam
mais chegar & superficie do tanque. Adicionalmente, o tempo
total médio de natacdo para o grupo exaustéo leve (EXL) foi de
10 horas e do grupo exaustdo moderado (EXM) foi de 1 hora.

Leucécitos Totais

O sangue foi colhido em tubo de vidro que continha EDTA (100
ul para 3,5 ml de sangue); uma aliquota de 10 ul do sangue
foi retirada, colocada em um tubo de pldstico, no qual foram
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acrescentados 190 ul do corante TURKEY (Sigma, St. Louis, MO,
USA). Com auxilio de pipeta o tubo foi homogeneizado, e a cé-
mara de Neubauer foi preenchida, sendo realizada a contagem
total dos leucécitos através do microscépio. Os resultados foram
expressos x 106, sequindo as descricdes de Dornfest et al.'?.

Contagem de Linfécitos Circulantes

O sangue foi colhido em tubo de vidro que continha EDTA,
em seguida Foi realizado o esfregaco, a lémina foi seca &
temperatura ambiente (2 a 3 minutos), sendo feita a coloracéo
(3ml MAY GRUNWALD e GIEMSA, corantes) (Sigma, St. Louis,
MO, USA); apés a secagem a leitura foi procedida no aparelho
LEUCOTRON TP, Esta metodologia foi realizada acompanhando
as especificacdes propostas por Dornfest et al.?.

Obtencéo dos linfécitos dos linfonodos mesen-
téricos

Apbs a retirada dos linffonodos mesentéricos, acrescentaram-
se 10 ml de PBS; o liquido foi filirado no tubo de ensaio 1 e
centrifugado por 1 minuto a 2000 rpm. Em seguida, o Pelet foi
ressuspendido no agitador em 10 ml de PBS tubo 1. Uma parte
de 100 uL da amostra do tubo 1 foi colocada em outro tubo,
ao qual acrescentaram-se 900 ul de PBS, tubo 2; 100 ul da
amostra do tubo 2 foram retirados e colocados em um tubo de
pléstico. Posteriormente, acrescentaram-se 100 ulL de Triplan
Blue (Sigma, St. Louis, MO, USA), preenchendo a cédmara de
Neubauer; em seguida, procedeu-se a contagem do ndmero
total de linfécitos dos linfonodos mesentéricos no microscépio.
Os resultados foram expressos x 106, seguindo a metodologia
descrita por Serrano et al.?°.

Producéio sérica de IL-2, IL-6 e TNF-u

As dosagens de IL-2, IL-6 e TNF-a foram realizadas a partir da
coleta do soro do sangue dos animais e determinadas pelo mé-
todo ELISA, seguindo as especificacées correspondentes ao Kit
(R&D Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as descricées
de Cavaglieri et al.?!.

Tratamento Estatistico

Todos os dados foram expressos como média = Erro Padréo
da Média (EPM). A andlise estatistica foi realizada inicialmente
pelo teste de normalidade Kolmorogorov-Smirnov e pelo teste
de homocedasticidade (critério de Bartlett). Todas as varidveis
apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade, sendo
utilizado o teste Anova two way (levando-se em consideracéo
as varidveis intervenientes, intensidade x durac@o); quando a
diferenca apresentada era significativa, aplicava-se o teste de
Tukey para as comparacdes miltiplas. Em todos os célculos foi
fixado um nivel critico de 5% (p<0,05). O software utilizado
em todos os festes estatisticos foi o Statistica® 6.1.

RESULTADOS

Os grupos exercitados apresentaram leucocitose quando com-
parados ao controle (p<0,05), EXL aumentou 84,5% e EXM
aumentou 90,53%. Na comparac@o entre os grupos exercitados,
nédo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
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(Tabela 1). Nos linfécitos circulantes, foi observada linfocitose
significativa nos grupos exercitados em relacéo ao controle
(p=0,05), ao passo que o grupo EXL aumentou 87,55% e o
grupo EXM aumentou 94,34%. Na comparac@o entre os grupos
exercitados, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (Tabela 1). Nos linfécitos teciduais houve diminuicéo
de 18,26% no grupo EXL em relacéo ao controle (p<0,05). Na
comparagdo entre os grupos exercitados, o grupo EXM apresentou
maior nimero de linfécitos teciduais (31,7%) quando comparado
ao EXL (Tabela 1).

Em relacdo & concentracéo sérica de IL-2 néo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos grupos
exercitados quando comparados com o controle e nem entre os
grupos exercitados (Tabela 2).

Foi observado aumento significativo de 36,6% na concentracéo
circulante de IL-6 no grupo exaustdo leve (EXL) em relagéo ao
controle, sendo que, EXM néo apresentou alteracéo em relacéo
ao controle (p < 0,05).

Na comparacdo entre grupos, observou-se reducdo de 40,3%
na concentracdo de IL-6 no grupo EXM quando comparado ao
grupo EXL (Tabela 2).

Foi detectada reducédo de 26,19%, na concentracéo circulante
de TNF-a. no grupo EXM quando comparado ao controle. Na
comparacdo entre os grupos exercitados, ndo foram observadas
diferencas significativas, na concentragao circulante de TNF-a (p

< 0,05) (Tabela 2).

DISCUSSAO

A leucocitose pode aumentar linearmente de acordo com a
elevacdo da intensidade do exercicio, sendo este aumento, em
parte, mediado pela liberacdo de catecolaminas® 2223, Estudo
realizado por Hong et al.?* apontou que 20 minutos de exerci-
cio fisico realizado em esteira ergométrica numa intensidade de
65-70% do VO2max induziu leucocitose em associacdo com o
aumento das concentracées de catecolaminas.

Esta leucocitose induzida pelo exercicio fisico também foi encon-
trada no atual trabalho, pelos aumentos significativos detectados
no numero de leucdcitos totais nos grupos exercitados quando
comparados ao grupo controle (Tabela 1). A leucocitose, que se
mostrou percentualmente maior no grupo exaustdo moderado
em comparacdo com exaustdo leve, pode ter sido causada pela
intensidade mais elevada do exercicio no grupo moderado®??,
O aumento no percentual de linfécitos circulantes (linfocitose)
resultante de exercicio é passageiro e, provavelmente, se deve &
liberacéo dos horménios do estresse, principalmente a adrenalina
%5, aumentando a liberacdo de células de seus compartimentos
para a circulacdo sangiinea. Hong et al.?* observaram que um
periodo de 20 minutos de esteira ergométrica promoveu aumento
no percentual de linfécitos circulantes. Em homens fisicamente
ativos que realizaram duas sessdes de endurance de curta
duracéo (20 minutos cada) no mesmo dia, foram observados
aumentos nos linfécitos circulantes?. Recentemente, Nieman et
al.?” analisaram o efeito da caminhada de 30 minutos na resposta
imune em mulheres adaptadas a esta atividade, tendo verificado

Taeera 1

CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS, LINFOCITOS CIRCULANTES E TECIDUAIS

n° cél x 106 C EXL EXM
Leucécitos 4,12/0,14 7,60/033 * 785/035 *
Linfécitos 2,65 /0,0008 4,97 /0,007 * 5,15/0,0061 *

Linfécitos Teciduais 157,00/ 5,28

128,33 /4,56 * 169,33/543 #

Valores = média / Erro padréo da média. C= Grupo controle, EXL= Exercicio até a exaustdo em intensidade leve, EXM= Exercicio até a exaustdo em intensi-
dade moderada, (n=6 para todos os grupos experimentais). *Diferenca significativa quando comparado ao grupo controle. #Diferenca significativa entre EXL

e EXM (p < 0,05)

TABELA 2

CONCENTRAGAO SERICA DAS CITOCINAS IL-2, IL-6 € TNF-O

(pg/ml) C EXL EXM

IL-2 56,2/ 7,01 52,31/ 3,36 59,8/ 4,4
IL-6 267,88/ 9,86 364,88/ 7,76 259,98/ 23,18#
TNF-a 5,46/ 0,2 4,62/ 0,24 4,03/ 0,03

Valores = média / Erro padrdo da média. C= Grupo controle, EXL= Exercicio até a exaustdo em intensidade leve, EXM= Exercicio até a exaustdo em intensi-
dade moderada, (n=6 para todos os grupos experimentais). *Diferenca significativa quando comparado ao grupo controle. #Diferenca significativa entre EXL

e EXM (p < 0,05)
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que a caminhada numa intensidade de 60%-65% do VO2max
foi associada com aumentos padrées, porém tempordrios,
na contagem de células, sendo que os linfécitos circulantes
contribufram com 40% para a elevacdo total.

No presente estudo verificou-se aumento no percentual de
linfécitos circulantes nos grupos exercitados quando com-
parados ao controle (Tabela 1). Igualmente aos leucédcitos
totais, a maior intensidade no grupo EXM promoveu aumento
percentualmente superior no nimero de linfécitos circulantes
em relacdo ao grupo exaustdo leve.

Nielsen et al.?® demonstraram que, aproximadamente, 2/3
do total de linfécitos liberados para a circulacdo durante o
exercicio sdo provenientes do baco. Estando de acordo com
Gabriel e Kindermann??, que propuseram os érgdos linféides
secunddrios como responsdveis pelo aumento de células
circulantes.

Se o exercicio for realizado por longos periodos ou em alta
intensidade, a concentracdo total de linfécitos nos érgdos
linféides secunddrios pode diminuir® 30,

Neste sentido, estes resultados estdo de acordo com a pre-
sente pesquisa, pois foram observadas reducées significativas
na contagem de linfécitos dos linfonodos mesentéricos para
o grupo exaustdo leve, quando comparados ao controle se-
dentério (Tabela 1). Estes linfécitos, que possivelmente safram
do compartimento linféide (linfonodo mesentérico), podem
ter contribuido para linfocitose circulante observada neste
mesmo grupo.

A intensidade promoveu maiores aumentos no numero de
células (neste caso dos linfécitos teciduais), j& que observamos
maior aumento no nimero de linfécitos teciduais no grupo
EXM quando comparado ao grupo EXL (Tabela 1). Mcfarlin et
al.?¢ demonstraram que néo houve alteracéo estatisticamente
significativa na IL-2 apés uma sessdo de uma hora na bicicleta
ergométrica com 75% a 80% do VO2max. Nieman et al.®
demonstraram que as concentracdes de IL-2 permaneceram
préximas aos valores pré-prova ou em concentracées indetec-
taveis em individuos que competiram uma maratona.

Em camundongos jovens, submetidos ao treinamento de 8
semanas de corrida em esteira, ndo foram observadas alte-
racoes significativas na producéo de IL-2%2. Pahlavani et al.33
demonstraram que ndo houve alteracdes na producéo de IL-2
em ratos submetidos ao treinamento de natacéo, em relacéo
aos animais sedentdrios.

Os resultados do atual estudo corroboram os estudos citados
acima, pois, quando foram comparados os grupos exercitados
com o grupo controle e os grupos entre eles, néo foi observada
alteracd@o na concentracdo sérica de I1L-2 (Tabela 2).

Toft et al.3 registraram que depois de 60 minutos de exercicio
em bicicleta ergométrica a IL-6 aumentou progressivamente.
O exercicio concéntrico, como pedalar, resulta em aumentos
menos pronunciados na IL-6 comparado com a corrida, que
tem predominancia de acdes excéntricas'’. Contudo, durante
a corrida intensa, como a maratona, aumentos de 100 vezes
na concentracdo de IL-6 foram demonstrados'®®'. Durante
o exercicio, a IL-6 plasmdtica aumenta com a intensidade e
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duracéo da atividade'®.

Hall et al.® propuseram que a IL-6 é um potente modulador do
metabolismo de lipideos, através do aumento da oxidacéo de
4cidos graxos e da reesterificacdo dos mesmos. Neste sentido,
observou-se aumento significativo na IL-6 no grupo Exaustdo
Leve em comparacgédo ao controle, e menor concentracéo no
grupo EXM (duragéo do tempo de nado de 1 hora em média)
em relacdo ao grupo EXL.

Vale destacar que, no grupo EXL, os animais nadaram em
média 10 horas, sendo este exercicio de caracteristicas aerdébia
e de longa duracéo e, conseqientemente, priorizando o meta-
bolismo lipidico e a producdo desta citocina. A longa duracéo
imposta no grupo EXL pode ter induzido maior microleséo
muscular, contribuindo para maior producéo local e sistémica
de IL-6, até mesmo porque os animais eram sedentdrios.

Em meninas que realizaram uma sessdo de pdlo aqudtico,
com duracdo de 1 hora e 30 minutos, houve reducdo de 20%
no TNF-a'". No entanto, outro estudo néo registrou nenhuma
mudanca no TNF-a circulante®®. Rhind et al.3” demonstraram
que a exposicdo prolongada ao frio (apesar da manutencéao
da temperatura corporal) provoca reducdo na expressdo in-
tracelular de TNF-a e leva a uma reducdo no TNF-a depois
do exercicio.

Petersen e Pedersen® propuseram que o exercicio induz a libe-
racdo de IL-6, seguido de aumentos na IL-Tra, IL-10 (citocinas
antiinflamatérias), proteina-C reativa (CRP) e receptor solGvel
de TNF-a. (sTNF-R), inibindo a producéo de TNF-a.

Os resultados destes estudos citados foram similares aos resul-
tados encontrados nesta pesquisa, pois foi observada reducéo
no TNF-a circulante no grupo exercitado com sobrecarga até
a exaustdo.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se, neste estudo, que, o exercicio fisico realizado até
a exaust@o promove leucocitose e linfocitose. O exercicio
de intensidade moderada pode induzir & leucocitose mais
pronunciada.

Apos o exercicio prolongado (de 60 minutos a 10 horas de
duracdéo, em média), os linfécitos provenientes dos linfono-
dos mesentéricos foram reduzidos, migrando para a corrente
sangiinea e contribuindo para a linfocitose induzida por esse
tipo de atividade.

A concentragdo sérica de TNF-a foi reduzida apenas no
exercicio realizado com intensidade moderada. No entanto,
para IL-6, o exercicio mais prolongado (10 horas em média)
e em intensidade leve induziu a aumentos expressivos desta
citocina.

A imunologia do exercicio necessita de futuras investigacées
com relacéo & reducao funcional de células imunes, possivel
de ocorrer em individuos sedentérios submetidos a exercicio
agudo.

Os efeitos positivos e negativos, créonicos e agudos do
exercicio, de diferentes intensidades, sobre o sistema imune
precisam ser avaliados de forma mais acurada.
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