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N REsuMO \

O presente estudo objetivou investigar as respostas imunes frente a duas sessGes de exercicio, realizadas no
mesmo dia. Foram utilizados ratos machos Wistar, divididos em grupo controle, animais sedentarios (C; n=8);

@ grupo exercitado de forma aguda em intensidade leve por 60min (L60; n=8); grupo exercitado de forma @
aguda em intensidade moderada por I5min (MI5; n=8) e grupo exercitado em duas sessées no mesmo dia
(2S; n=8). O grupo que realizou duas sessdes no mesmo dia demonstrou leucocitose 23% maior do que o
grupo leve de 60min e 15% maior do que o grupo moderado de |5min, elevagio nos neutroéfilos quando
comparado aos grupos exercitados por uma sessdo e diminuigdo no percentual de linfocitos circulantes em
relagio aos mesmos grupos (p < 0,05). Os resultados mostraram que uma segunda sessido de exercicio,
realizada no mesmo dia, promoveu diferentes respostas na mobilizacio das subpopulacées de leucécitos para
a circulacdo geral, quando comparado com uma Unica sessdo de exercicio.

Palavras-chave: exercicio fisico; sistema imune; linfocitos.

ABSTRACT .

The present study analysed immune responses after two exercise sessions performed in the same day. We
used male Wistar rats, divided in control group, sedentary animals (C; n=8); acute 60 minutes low intensity
exercised group (L60; n=8); acute |5 minutes moderate intensity exercised group (MI5; n=8) and group
exercised for two sessions in the same day (2S; n=8). The two sessions exercised group showed 23% greater
leukocytosis as compared to low intensity 60 minutes group and 5% greater as compared to moderate |5
minutes group, increase in neutrophils related to groups exercised in one session and decrease in lymphocytes
percentage in relation to the same groups (p < 0,05). The results showed that a second exercise session
performed in the same day promoted different responses in the mobilization of leukocytes subpopulations to
general circulation as compared to only one exercise session.

Keywords: physical exercise; immune system; lymphocytes.
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INTRODUCAO

Evidéncias de estudos epidemiolégicos tém de-
monstrado uma correlagdo positiva entre estilo de vida
ativo, pratica de exercicios fisicos regulares e aumen-
to da resisténcia as infecgdes do trato respiratério
superior (IRTS). Por outro lado, atletas de esportes
de resisténcia apresentam maior susceptibilidade a
IRTS apés periodos de treinamento pesados e com-
peticdes estressantes (NIEMAN & PEDERSEN, 1999;
NIEMAN, 1998), sendo proposta a teoria da Open
Window para explicar esse aumento da susceptibilida-
de a IRTS (PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000;
NIEMAN, 1994; HEATH e colaboradores, 1991).

Segundo Mccarthy & Dale (1988), Nehlsen-Canna-
rella e colaboradores (1991), contudo, o exercicio
pode, paradoxalmente, tanto promover melhora
como debilitar as respostas imunes. Estas respostas
dependem da intensidade, volume, freqiiéncia do exer-
cicio e nivel de aptidao fisica de cada individuo.

Exercicios fisicos intensos e de curta duragio po-
dem elevar marcadamente a contagem total dos
leucocitos circulantes, numa relagio diretamente pro-
porcional a intensidade do esforco (PEDERSEN &
HOFFMAN-GOETZ, 2000). O nimero de linfocitos e
neutréfilos aumentam de forma significante ao final da
sessio de exercicio (PEDERSEN & HOFFMAN-
GOETZ, 2000). A leucocitose ocorre principalmente
na série granulocitica e, em especial, nos polimorfo-
nucleares (SAXTON e colaboradores, 2003; HOST e
colaboradores, 1995; BENONI e colaboradores, 1995),
aumento este que pode se manter durante o periodo
de recuperacio por muitas horas (PEDERSEN & HOFF-
MAN-GOETZ, 2000; MACCARTHY & DALE, 1988).
O numero de mondcitos e de linfocitos também au-
menta, porém de maneira menos pronunciada (HOST
e colaboradores, 1995; MOOREN e colaboradores,
2004; NIEMAN, 1994), sendo que as células Natural
Killer (NK) sdo as que demonstram maiores alteracdes
em relagido a subpopulagio linfocitaria (MILES e cola-
boradores, 2002; SHEPHARD & SHEK, 1999).

A explicagdo mais cogitada para esta linfocitose pas-
sageira se deve, principalmente, a liberacdo de adrena-
lina provocada pelo exercicio (ORTEGA e colabora-
dores, 2003), especialmente em atividades de curta
duracdo (KAPPEL e colaboradores, 1991; LAND-
MANN, 1992; BENSCHOP e colaboradores, 1997).
Em cinco minutos apés o término do exercicio, a con-

tagem de linfocitos comega a diminuir, provavelmente
pelos efeitos posteriores do cortisol liberado durante
o mesmo, particularmente em exercicios de duracio
mais prolongada (KAPPEL e colaboradores, 1991;
PEDERSEN, e colaboradores, 1997; PEDERSEN;
HOFFMAN-GOETZ, 2000; PEDERSEN & NIEMAN,
1998; NIEMAN e colaboradores, 1997). Em geral, de
quatro a seis horas depois de encerrado o exercicio
fisico e, provavelmente, apos 24 horas de repouso, a
contagem dos linfocitos estara normalizada (MEYER e
colaboradores, 2004; Host e colaboradores, 1995).

Outros fatores, como liberagio de prostaglandinas, a-
endorfinas, citocinas e horménio do crescimento, tam-
bém podem modular o nimero e a fungdo de linfécitos
(KAPPEL e colaboradores, 1991; PEDERSEN e colabora-
do-res, 1997; PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000).

O numero de pesquisas que reportam as diferen-
tes alteracdes no nimero de leucocitos circulantes,
linfocitos circulantes e teciduais, com relacio a uma
segunda sessio de exercicio no mesmo dia, é limita-
do. Baseada nesse nimero limitado de estudos, essa
pesquisa teve como proposito investigar as respostas
imunes, frente a duas sessdes desse mesmo modelo
de exercicio no mesmo dia, sendo uma em intensida-
de leve e outra em intensidade moderada.

METODOS
Animais Experimentais

Todo o experimento foi conduzido de acordo com
a politica para pesquisas com animais experimentais do
American College of Sports Medicine. Foram utilizados
ratos machos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var,
albinus, Rodentia, Mamadlia), sedentarios, com dois me-
ses de idade e peso médio de 200g, obtidos do Biotério
Central da Universidade Metodista de Piracicaba.

Os animais tiveram livre acesso a agua e a alimenta-
Gdo ad libitum, sendo mantidos em gaiolas coletivas (cinco
animais), ambiente com temperatura constante de 23°C
+ 2°C, ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com luz ace-
sa a partir das 6 horas. Antes de se iniciar o periodo
experimental, os animais permaneceram por 48 horas
em adaptacio as condicdes do biotério de pesquisa.

Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em qua-
tro grupos: (l) grupo controle, animais sedentarios (C;
n=8); (2) grupo exercitado de forma aguda em intensi-
dade leve por um periodo de 60min (L60; n=8); (3)
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grupo exercitado de forma aguda em intensidade mo-
derada por um periodo de 15min (MI5; n=8) e (4)
grupo exercitado em duas sessdes no mesmo dia, sen-
do a primeira sessdao de 60min com intensidade leve,
recuperacio de |5min, seguido da segunda sessdo de
I5min de exercicio de intensidade moderada (2S; n=8).

Protocolo de Exercicio

O modelo de exercicio fisico escolhido foi a nata-
Gdo, realizada em um tanque, estando a temperatura
da 4gua a 30°C % 2°C, sendo o protocolo realizado
no periodo da tarde, entre 14 e 17 horas. Os grupos
exercitados em intensidade leve nio fizeram uso de
cargas, a0 passo que, para o exercicio em intensidade
moderada, cargas adicionais com 5% do peso corpo-
ral dos animais foram acopladas em suas regides
dorsais, a que corresponde a uma intensidade inferi-
or ao ponto de inflexdo da curva do limiar de lactato
(GOBATTO e colaboradores, 2001; VOLTARELLI e
colaboradores, 2002).

Coleta de Sangue e Andlise das Varidveis

Os animais dos grupos experimentais foram sub-
metidos separadamente ao exercicio fisico e sacrifi-
cados de trés a quatro minutos apés o final das ses-
sGes de exercicio estipuladas para andlise das varia-
veis sanguineas e teciduais. O sangue foi previamente
armazenado em tubo de vidro com EDTA (100 ml
para 3,5ml de sangue), e mantido em gelo para andlise
da leucometria e do leucograma Diferencial.

Leucometria e Leucograma Diferencial

O sangue foi previamente armazenado em tubo
de vidro com EDTA e mantido em gelo para analise
das variaveis sanguineas. A contagem de leucdcitos
totais foi realizada na cdmara de Neubauer, acres-
centado 190 mL do corante Turkey (Sigma, St. Louis,
MO, USA). O leucograma diferencial foi realizado em
microscopio optico, utilizando ldmina de esfregaco
sangliineo, que foi colorado com May-Griinwald e
Giemsa (corantes) (Sigma, St. Louis, MO, USA)
(CAVAGLIERI et al., 2000).

Linfocitos Teciduais

O numero total de linfécitos mesentéricos foi dado
com a aplicagio do corante Triplan Blue (Sigma, St.
Louis, MO, USA), sendo a contagem realizada em ca-
mara de Neubauer.
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Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média *
Erro Padrio da Média (EPM). A andlise estatistica foi
realizada inicialmente pelo teste de normalidade Kol-
morogorov-Smirnov e pelo teste de homocedasti-
cidade (critério de Bartlett). Para as variaveis analisa-
das, que apresentaram distribuicio normal e homoce-
dasticidade, foi utilizado a Anova e o teste F, sendo
que, quando a diferenca apresentada era significante,
aplicou-se o teste de Tukey HSD para as compara-
¢6es multiplas. Em todos os calculos, foi fixado um
nivel critico de 5% (p<0,05). O software utilizado em
todos os testes estatisticos foi o Statistica® 6.1.

RESULTADOS
Leucometria e Leucograma Diferencial

Ao final das sessbes de exercicio, todos os grupos
exercitados apresentaram leucocitose em relagdo ao
grupo controle; o grupo leve exercitado durante
60min apresentou aumento de 4,5% (p=0,05); o gru-
po de I5min moderado, aumento de 64% (p=0,05), e
o grupo exercitado por duas sessdes, de 8,6%
(p=0,05), respectivamente. Sendo que, quando reali-
zada a comparagio entre os grupos exercitados, o
grupo que realizou duas sessdes de exercicio no mes-
mo dia apresentou aumento 23% maior do que o gru-
po leve de 60min (p=0,005) e 15% maior do que o
grupo moderado de |5min (p=0,012) (Tabela I).

Quando foi analisado o percentual de neutroéfilos
circulantes, os resultados apontaram para uma dimi-
nuicdo de 33% no grupo que realizou uma sessdo de
60min em intensidade leve, comparado ao controle
sedentario (p=0,04), e um aumento de 14% no grupo
de duas sessdes, em relagio ao controle nio-exerci-
tado (p=0,005). Na comparagio entre os grupos que
realizaram uma sessdo, o grupo exercitado moderado
de I5min apresentou aumento de 31,5% em relacio
ao grupo leve de 60min para o percentual de
neutroéfilos circulantes (p=0,035). Ja o grupo exerci-
tado por duas sessdes apresentou elevagido 43% mai-
or nos neutrofilos, quando comparado ao grupo que
foi submetido a 60min de exercicio em intensidade
leve (p=0,05) e aumento de 16,7% quando compara-
do ao grupo exercitado por I5min em intensidade
moderada (p=0,008) (Tabela I).

Com relagdo ao percentual de linfécitos circulantes,
foram detectados aumentos nos grupos exercitados
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de 60min em intensidade leve (11%) e de I5min em
intensidade moderada (3%) em comparagio ao grupo
controle (p=0,003 e p=0,012, respectivamente) (Ta-
bela I). Contrariamente, no grupo que realizou duas
sessdes, houve diminuicio de 6,5% nos linfécitos
circulantes em relacdo ao grupo controle (p=0,001). O
grupo exercitado por |5min moderado apresentou
diminuicdo de 8,5% no percentual de linfocitos em re-
lacio ao grupo exercitado por 60min leve (p=0,002).
Ja no grupo de duas sessdes, detectamos diminuicdo
de 17% em relagdo ao grupo de 60min leve (p=0,008)
e redugio de 9% em relagio ao grupo moderado de
I5min (p=0,002) nos linfécitos circulantes (Tabela 1).

Para o percentual de monécitos circulantes, os
resultados apontaram para aumento de 40% no gru-
po exercitado leve de 60min (p=0,05) quando com-
parado ao controle. Foram encontradas diminuicdes
nos grupos moderado de |5min (26,5%) e de duas
sessbes (30%), em comparacdo ao grupo controle
(p=0,004 e p=0,033, respectivamente) (Tabela |). Na
comparagdo entre os grupos que realizaram uma ses-
sdo, o grupo exercitado de I5min em intensidade
moderada apresentou diminuicdo de 56% em relacio
ao grupo de 60 minutos em intensidade leve (p=0,05).
Ja no grupo de duas sessoes, foi detectada reducio de
58% em relagio ao grupo que realizou 60min de exer-
cicio em intensidade leve (p=0,05) (Tabela I).

Numero de linfocitos teciduais

Na comparagio com o grupo controle, ocorreu
aumento de 31% no grupo de I5min moderado
(p=0,033) e diminui¢cdes nos grupos de 60min leve
(21%) e de duas sessdes (14%) nos linfécitos teciduais
(p=0,014 e p=0,006, respectivamente) (Figura |). Sen-
do que, quando realizada a comparagio entre os gru-
pos exercitados, os resultados apontaram para um
aumento de 45% no numero de linfécitos teciduais

no grupo de |5min moderado em relacdo ao grupo
de 60 minutos leve (p=0,05). Com relagdo ao grupo
de duas sessdes, houve reducio de 40% quando com-
parado ao grupo exercitado de |5min moderado
(p=0,05) (Figura I).
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Figura |: Média * erro padrio da média. Nimero total de linfécitos
teciduais dos grupos controle sem exercicio fisico (C; n=8); exercicio
agudo leve por 60min (L60; n=8); exercicio agudo moderado por
I5min (MI5; n=8); exercitados por duas sessées (2S; n=8). Valores
considerados estatisticamente significantes quando (p<0,05), sendo
(*) para todos os grupos exercitados quando comparado ao grupo
controle; (Y) quando comparado o grupo L60 com o grupo MI5; (#)
quando comparado o grupo L60 com o grupo 2S; (>) quando
comparado o grupo MI5 com o grupo 2S.

DISCUSSAO

Baseando-se nos resultados obtidos por Ronsen e
colaboradores (2002), que registraram que as concen-
tracdes de adrenalina e noradrenalina retornaram aos
valores basais ap6s |5min de recuperagio subsequen-
te a segunda sessdo de exercicio, foi estabelecido pe-
riodo de recuperacio de |5min no presente trabalho.

Tabela I: Valores de Leucometria e Leucograma Diferencial dos grupos controle e exercitados.

Grupos Experimentais Controle L60 MI5 2S

Leucometria (n° de leucocitos x 10°) 4,14 £ 0,10 10,57 + 0,72% 11,6 + 0,36% 13,75 + 0,65**
Neutréfilos Circulantes (%) 32 £ 042 21,25 £ |* 31 £ 0,5U 37,25 + 0,75%*
Linfocitos Circulantes (%) 64,25 + 0,31 72,5 £ 1,13* 66,25 + 0,62*%U 60,12 + 0,69%#
Monocitos Circulantes (%) 3,75+ 0,16 6,25 £ 0,45* 2,75 £ 0,25*U 2,62 + 0,18%

Média + erro padrido da média. Leucometria e Leucograma Diferencial dos grupos controle sem exercicio fisico (C; n=8); exercicio agudo leve por 60
minutos (L60; n=8); exercicio agudo moderado por |5 minutos (M15; n=8); exercitados por duas sessdes (2S; n=8). Valores considerados estatisticamente
significantes quando (p < 0,05), sendo (¥) para todos os grupos exercitados quando comparado ao grupo controle; (Y) quando comparado o grupo L60
com o grupo MI5; (#) quando comparado o grupo L60 com o grupo 2S; (>) quando comparado o grupo MI5 com o grupo 2S.
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Um dos possiveis mecanismos propostos para ex-
plicar a leucocitose induzida pelo exercicio é a associa-
Gdo entre o sistema imune e o neuroenddcrino. Nesse
sentido, tem sido proposto que a adrenalina estimula-
ria a liberagdo de células de seus compartimentos, para
a circulacdo geral, via ativagdo dos receptores b-adre-
nérgicos, promovendo uma regulacio negativa nesses
receptores; o GH (hormonio do crescimento), em con-
junto com a adrenalina, estaria provavelmente relacio-
nado com a mobilizacdo de neutrdfilos para a corrente
sangliinea durante o exercicio, constituindo-se em um
efeito imediato (PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ,
2000). Quanto ao cortisol, 0 mesmo comega a exer-
cer seus efeitos imunossupressores dentro de um tem-
po minimo de uma hora apés o exercicio, e, por esse
motivo, poderia contribuir de forma tardia para o qua-
dro de linfopenia e neutrocitose somente em sessdes
de exercicios de longa duragdo acima de 60min
(PEDERSEN e colaboradores, 1997; PEDERSEN &
HOFFMAN-GOETZ, 2000).

Nielsen e colaboradores (1996) reportaram que,
ao final da segunda ou terceira sessio de canoagem,
separadas por um intervalo de recuperagio de qua-
tro horas, a contagem total de leucécitos, neutréfilos
e linfécitos estava aumentada. No mesmo estudo, fo-
ram observados efeitos similares em sessdes de exer-
cicio exaustivo em cicloergdbmetro, cada uma com
duragido média de |3min, separadas por um intervalo
de recuperagido de uma hora. Field e colaboradores
(1991) também encontraram que, ao final de duas
sessdes de exercicio, a contagem de leucécitos totais
e neutrodfilos circulantes estava significantemente mai-
or em relagio a uma Unica sessdo. Porém, nos linfocitos
circulantes, o aumento foi menos pronunciado ao fi-
nal da segunda sessio, sendo que, uma hora apds o
término do exercicio, a contagem desta subpopulagio
celular reduziu abaixo dos valores de repouso.

No exercicio com duragdo de 75min em cicloerg6-
metro, realizado com intensidade de 75% do VO,max,
também foi observado aumento no nimero total de
leucécitos, neutrdfilos e linfocitos circulantes, imedia-
tamente ao final de uma segunda sessio de exercicio,
quando comparado a uma Unica sessdo, utilizando-se
como grupo experimental atletas de endurance (RONSEN
e colaboradores, 2001). Ainda Ronsen e colaborado-
res (2002); também se observou aumento no niimero
de neutrdfilos e linfocitos circulantes ao final da segun-
da sessdo, sendo que o aumento foi mais pronunciado
em neutrofilos.
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Os resultados apresentados pelos estudos acima sido
similares aos encontrados na presente pesquisa, na qual
se detectou leucocitose em todos os grupos submeti-
dos ao exercicio em comparagdo ao grupo controle.
No entanto, o grupo que realizou duas sessdes apre-
sentou leucocitose mais pronunciada em relacdo aos
grupos exercitados por apenas uma sessdo. Este au-
mento no nimero de leucdcitos foi 23% maior no gru-
po de duas sessdes, quando comparado ao grupo exer-
citado leve de 60min, e 15% maior, em relagio ao gru-
po moderado de I5min. Com relacdo ao percentual
de neutréfilos circulantes, nossos resultados também
corroboraram com os estudos citados acima, ao passo
que, o grupo que realizou duas sessdes de exercicio
no mesmo dia apresentou neutrocitose 43% maior em
relacdo ao grupo de 60min leve e 16,7% maior em com-
paragdo ao grupo de |5min moderado.

Possivelmente, o maior percentual de neutroéfilos
circulantes no grupo que realizou uma sessio de exer-
cicio pelo periodo de |5min (31,5% maior), em rela-
¢do ao grupo que se exercitou também por uma ses-
sdo de 60min (Tabela 1), seria em decorréncia das
diferentes intensidades de exercicio. Pode-se obser-
var que, mesmo em |5min de exercicio em intensi-
dade moderada, a resposta com relagio a mobilizagio
de neutrdfilos para a circulagdo geral pode ser mais
pronunciada em relagio a 60min em intensidade leve.

No grupo que realizou duas sessdes no mesmo
dia, observou-se uma pequena, porém significativa,
reducdo no percentual de linfocitos circulantes, quan-
do comparado aos grupos que realizaram apenas uma
sessdo. Neste sentido, Fu e colaboradores (2003) de-
tectaram reducio no nimero de linfocitos circulantes
apos exercicio realizado em esteira até a exaustdo em
camundongos. Esta diferenca em relagdo aos traba-
Ilhos comentados anteriormente pode estar relacio-
nada ao intervalo de recuperagdo entre as duas ses-
sbes, tipo de exercicio, intensidade de trabalho im-
posta e técnica utilizada para contagem de células.

Ainda Fu e colaboradores (2003) demonstraram
que uma sessdo de exercicio realizada até a exaustdo
foi suficiente para induzir a redugio do nimero de
linfécitos no baco.

No estudo em tela, o nimero de linfécitos mesen-
téricos diminuiu tanto no grupo que realizou uma ses-
sio em intensidade leve por 60min como no grupo
que foi submetido a duas sessdes. Entretanto, o grupo
que realizou uma sessio com intensidade moderada
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por |5min, inversamente apresentou aumento na con-
tagem de linfocitos teciduais. Esta resposta inversa no
nimero de linfocitos teciduais sugere que a modulagdo
da resposta linfocitaria pode ser positiva ou negativa,
dependendo do volume e da intensidade do exercicio.

Em conclusido, a mobilizacio e as alteracSes na conta-
gem das subpopulagbes leucocitarias frente a uma se-
gunda sessdo, em comparagdo com um Unico episodio
de exercicio, sio mediadas provavelmente pela combi-
nacio dos seguintes fatores: (|) alteracdes na
hemodindmica, como resposta aguda das catecolaminas
nas sessdes de exercicio; (2) regulagdo negativa nos re-
ceptores b-adrenérgicos pela adrenalina; (3) interagdes
hormonais como a acio conjunta da adrenalina e GH; e
(4) alteracdes das moléculas de adesio tanto dos leucocitos

como células endoteliais, em decorréncia de estimulacio
neuroendécrina. Em adigdo, os resultados mostraram que
uma segunda sessio de exercicio, em um mesmo dia,
promoveu diferentes respostas com relagao a mobilizacio
das diferentes subpopulagdes de leucocitos para a circu-
lagdo geral, quando comparado com um Unica sessdo de
exercicio no mesmo volume e intensidade.

Os resultados desta pesquisa sugerem que pessoas
sedentarias que iniciam a pratica de exercicios fisicos,
realizando duas sessdes no mesmo dia, apesar de ambas
serem executadas tanto na intensidade leve como na
moderada, podem apresentar uma alteracio mais pro-
nunciada na resposta imune. Portanto, a prescrigio de
duas sessdes de exercicios fisicos para individuos seden-
tarios precisa ter seus efeitos devidamente esclarecidos.
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