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1. Introducdao

Sabe-se que a intensidade e a duragao dos exercicios agem de forma paradoxal nas respostas imunes, com
os estudos demonstrando que: i) exercicios moderados e regulares estdo associados com alteracdes
benéficas no sistema imunolégico acarretando diminuicdo na susceptibilidade a infecgdes (NIEMAN et al.,
2005; WEIDNER & SCHURR, 2003); e contrariamente ii) exercicios exaustivos responsaveis por
imunossupresséo transitéria com aumentada susceptibilidade as mesmas (FRIMAN & WESSLEN, 2000;
NIEMAN & PEDERSEN, 1999).

Durante exercicios intensos ou moderados instala-se o0 quadro chamado de linfocitose, caracterizado pelo
aumento da contagem linfocitaria na circulacdo geral (NIEMAN et al., 2005; NEMET et al., 2004; GREEN et
al., 2002). Porém, seguinte a exercicios intensos ou prolongados, a concentracdo de linfécitos circulantes
tém sido encontrada abaixo dos niveis basais, quadro este denominado linfopenia (MOOREN et al., 2004;
GREEN et al., 2002; RONSEN et al., 2002).

GREEN et al. (2002) evidenciam o exercicio agudo como capaz de alterar a contagem e funcionalidade
celular, podendo a linfopenia transitéria estar associada a modula¢des na resposta imune por conseqiéncia
da: i) redistribuico; ii) apoptose; assim como da iii) mitogénese celular. Estudos que avaliaram a relagéo
capacidade proliferativa linfocitaria e nivel de aptiddo fisica apresentaram resultados diversos com: i)
nenhuma alteracdo (TVEDE et al., 1991; NIEMAN et al., 1995); assim como ii) aumento para individuos mais
condicionados em comparagao aos menos ativos (NIEMAN et al., 2000; BAJ et al., 1994). Outros trabalhos
FRISINA et al., (1994); SHINKAI et al., (1992) tém demonstrado diminuida mitogénese celular T apds
exercicio agudo em esteira e cicloergbmetro por 30-60min.

Considerando que os linfonodos mesentéricos sdo responsaveis pelo armazenamento e posicionamento de
linfécitos e que estes desempenham funcdes importantes no combate a infec¢des, torna-se vital a
investigacao da funcionalidade destas células.

2. Objetivos
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Avaliar a capacidade mitogénica dos linfocitos teciduais provenientes dos linfonodos mesentéricos de ratos
in vitro, apés exercicio agudo e sob adaptacao nas intensidades leve e moderada.

3. Desenvolvimento

Animais. O experimento foi conduzido seguindo a politica para pesquisas com animais experimentais do
American College of Sports Medicine. Foram utilizados ratos machos Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia) com 2 meses e peso +200g, sendo alocados em gaiolas coletivas mantidas a 23°C +
2°C, ciclo claro/escuro de 12/12h com &gua e racdo ad libitum. Anteriormente ao protocolo os animais
permaneceram 48h em adaptacgéo.

Exercicio. O modelo foi a natagédo, sendo realizado entre 14-17h em tanque com 4gua a 30°C +2°C. Foi
realizada uma Unica sessdo de exercicio sem qualquer tipo de carga adicional, correspondendo a uma
intensidade abaixo do ponto de inflexdo da curva do limiar de lactato (GOBATTO et al., 2001; VOLTARELLI
et al., 2002), sendo os animais imediatamente mortos apds o0 exercicio para a analise das variaveis.

Cultura celularAp6s o isolamento, os linfécitos foram contados em Camara de Neubauer usando-se o
corante Triplan Blue e Microscopio Optico de Luz. Posteriormente procedeu-se o plaqueamento da cultura
na concentracéo inicial de 1x10° células, sendo cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 acrescido de 10%
de soro fetal bovino. Na avaliacdo da mitogénese celular T e B foram utilizados respectivamente o0s
mitégenos concanavalin A [ConA] e lipopolyccharide [LPS] diluidos em meio RPMI-1640. Apds o
plagueamento, as células foram incubadas na estufa de CO, a 37°C..

Funcionalidade celular. As amostras foram avaliadas 24, 48, 72 e 96h apds o plagueamento, obtendo-se
uma curva de proliferacdo celular através de contagens das placas de cultura, com os resultados expressos
em ndmero de células x 10°.

Apoio financeiro.
PIBIC/CNPq e FAP/UNIMEP.Tratamento estatistico. Testes ANOVA e t-Student com resultados
expressos pela média * erro padrao da média (x EP) e significancia de p< 0,05.Grupos experimentais. i)

controle — ndo exercitado [Con] e ii) exercitado com uma sessédo aguda de exercicio leve por 5min [AgL5].
4. Resultados

Recentemente NIEMAN et al., (2005) observaram melhora temporéria da mitogénese linfocitaria via

207



phytohaemagglutinin [PHA] apos 30min de caminhada moderada, utilizando-se de individuos adaptados.
Similarmente SUGIURA et al., (2000) também mostraram melhora na proliferacdo de esplendcitos de ratos
via PHA e ConA ap6s 8 semanas de treinamento em esteira. Em oposicdo FRISINA et al., (1994); SHINKAI
et al., (1992) mostraram diminuicdo da mitogénese celular T via PHA, poke weed mitogen [PWM] e ConA
apos sessdes agudas de 30-60min em esteira e cicloergbmetro.

E bem conhecido que a contagem de células Natural Killers (NK) apresenta maior elevagéo na circulagio
geral ap6s o exercicio comparada as outras subclasses linfocitarias (NIEMAN et al., 2005;

NIELSEN et al. (1997) demonstraram que 2/3 da linfocitose induzida pelo exercicio compdem células do
baco. Nessa sentido KAUFMAN et al., (1994) observaram que os linfocitos circulantes apresentaram
nenhuma alteracdo no percentual das células T-citotdxicas e T-helper, aumento e diminuicdo nas NK e B
respectivamente; com os esplendcitos apresentando diminuicdo nas células T-citotoxicas e NK com
nenhuma alteragédo nas T-helper e B. Assim, alteracdes similares com relacao a redistribuicdo podem vir a
ocorrer nos linfécitos mesentéricos e como esses tecidos linféides, armazenam em sua maioria células T,
nés hipotetizamos que a relacdo celular T e NK néo se altere apés as sessbes propostas.

A cultura ndo estimulada com mitégeno do grupo Con apresentou aumentos nas amostras T48h, T72h e
T96h em relacéo a Ti; sendo que o grupo AgL5 apresentou aumento em relacdo a Ti apenas em T96h. A
hipétese levantada para a aumentada mitogénese nas culturas ndo estimuladas com mitégenos €
possivelmente a existéncia de linfécitos ja ativados antes do isolamento dos mesmos para o preparo da
cultura. O fato de os linfonodos mesentéricos apresentarem maior concentracao de células T em relacdo as
B sustentam provavelmente a menor mitogénese linfocitaria induzida pelo LPS comparada a ConA para
ambos 0s grupos.

A queda na mitogénese do grupo AgL5 comparada ao Con via ConA na amostra T48h, demonstra que
sessdes curtissimas de 5min, mesmo em intensidade leve retardaram a funcionalidade celular T,
evidenciando um possivel quadro imunossupressivo, sendo que FRISINA et al., (1994); SHINKAI et al.,
(1992) também observaram diminuida funcionalidade celular T apds exercicio agudo. Por outro lado, o LPS
induziu uma resposta diferenciada para 0 mesmo grupo AgL5 comparado ao Con, ja que as amostras T48h,
T72h apresentaram diminuicdo que se tornou mais pronunciada na T96h, também podendo ser
caracterizado um possivel quadro imunossupressivo na mitogénese celular B, aparentemente com maior
gravidade em relacdo aos células T, ja que a estabilidade em relacdo ao Con ndo ocorreu em nenhum ponto
da curva.

Segundo MALM (2004) a mitogénese linfocitaria esta reduzida nas primeiras horas apds o exercicio, sendo
influenciada pelo cortisol. Contrariamente GREEN et al. (2003);

Uma nova interpretacao fisiolégica emergente é que o sistema imune tenta contrabalancar a queda na
atividade linféide pelo aumento da capacidade fagocitaria (ORTEGA, 1994). E plausivel sugerir baseado na
prolongado efeito imunossupressivo celular B em comparacdo com a retardada manutencdo da
funcionalidade celular T, que mecanismos inerentes a prépria imunidade adquirida tentem contrabalancar a
aparente depressao da imunidade humoral priorizando a imunidade celular.

NEMET et al., 2004). Concomitantemente NIELSEN & PEDERSEN, (1997); FRISINA et al., (1994);
SHINKAI et al., (1992) sugerem que diminui¢cdes na mitogénese celular T sdo dependentes de alteragbes no
namero de células NK comparadas as outras subpopulagdes linfocitarias apos o exercicio, ja que estas sédo
menos sensiveis aos mitbgenos. MITCHELL et al. (1998) evidenciam a proliferagéo linfocitaria de humanos
como relacionada a mecanismos independentes dos niveis séricos de cortisol. Como os protocolos de
exercicio empregados nesses estudos ndo foram agudos, tais resultados podem nao se aplicar aos do
presente estudo.

5. Considerac¢des Finais
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O ponto mais importante do estudo foi que exercicios realizados agudamente na intensidade leve, mesmo
gue por periodos curtissimos de 5min, foram capazes de modular a funcionalidade dos linfécitos
mesentéricos de ratos. Portanto, a prescricdo de exercicios nessas condicdes, necessita ter seus efeitos
devidamente esclarecidos, pois podem induzir alteracdes na resposta imune adquirida, sendo ainda
prematuro associar tais alteracdes com uma aumentada susceptibilidade a infec¢gBes. Assim, a relevancia e
o significado clinico da modulag@o na resposta mitogénica linfocitaria apds sessdes curtissimas de 5min
ainda que em intensidade leve, precisam ser mais bem esclarecidos para o melhor entendimento da triade: i)
exercicio; i) respostas imunoldgicas e iii) susceptibilidade a infec¢des.
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Figura 1. Curvas de praoliferacao celular 7 witvo de ratos machos do grupo Contrale (Con; #-6) e Agudo Leve Gmin
(AgLS; n-B) (A) via Cond e (B) via LPS, valores exibidos pela media (£ EP) com p=0,05; quando estatisticamente
significantes: (=) para o grupo Agls [Cond] em relacao ao Con [Cond] e para o grupo Agls [LPS] em relacio ao
Con [LPE] para as amostras nos tempos T24h, (&) T4Bh, (y) T72h e (£2) THEh.
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Tabela 1. Curvas de proliferagio celular in witro via Cond e LPS de ratos machos do grupo Cantrole (Con; n-G) e
Agudo Leve amin (AolS; B walores exibidos pela média £ EPY com pe0,05 guando estatisticamente
significantes: (*) para as amostras nos termpos T24h, T48h, T72h e T96h em relacdo a Ti; (&) T48h, T72h e T96h em

relagdo a T24h; {w) T72h e TY96h em relagio a T48h; () T96h em relagdo a T72h; variagao relativa [%], senda (5
serm variacao e {4 com variagao estatisticamente significante.

Grupos Analisados Ti T24h T48h T72h T96h
Con Sem Mifdgeno 120 1,14+0,08 1168+£005 = 1312008 = 1,130,085 =
Variacao relativa [%] a Ti — oy A+15 67 A+30 .83 A+12 83
AgLa Sem Mitdgeno 120 1,14+0,08 1,160,08 1,11£0,1 1,230,068 =
Variacdo relativa Yl a T — oy oy oy A+23 33
Con [Cond] 120 1082005 1812012 = 215201 *=Py 2 2240 15+Fy
Variacdo reiativa Yl a T iy oy A+80 87 A+11517 A+1972
Variacdo relative [B6] & TZ24h = i A+39 57 A+03 23 A+105 55
Variacdo relativa ] a T48hH — — — A+d? B A+dT 34
AgLa [Cond] 120 1064007 0,98£007  226£01 sy 2 1820 21 sy
Variaodo relgtiva [Baj a T) B oy Sy A+125 B7 A+117 BT
Variacdo relativae [%6] a TZ24h = == Sy A+113,24 A+105 67
Variacdo reiativa [ a T48h — — L5 A+130,27 A+122 11
Con [LP5] 120 1, 31x0068 =+ 154201 = 153x013 = 162011 =P
Variacdo reiativa [l a T 3 A+31 5 A+54 17 A+52 BT A+B1.83
Variacdo relativae [B6] a TZ4h s G Sy oy A+23 07
AgLa [LPS] 140 1,224¢0,07 = 1,18+0,12 1,1520,1 0,910,056 &
Variaodo relative [Ba] a T) = A+22 5 Sy Sy oAt

Variaodo relabiva %) a TZ24h - g oy Sy A-25 85
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