Efeito da atividade fisica sobre a funcionalidade de linfécitos de ratos

Autores

cl udia Regina Cavaglieri
Adrianne Christine Palanch
Rozangela Verlengia

Jonato Prestes

Anelena Bueno Frollini

Rodrigo Dias

Felipe Fedrizzi Donatto

Clilton Krauss de Oliveira Ferreira

Apoio Financeiro

Fap

1. Introducéo

Vérios estudos relatam que o exercicio fisico afeta a competéncia do sistema imunoldgico, incluindo o trafico
de células induzido por horménios e a influéncia direta dos horménios do estresse, prostaglandinas,
citocinas e outros fatores (SUZUKI et al., 2000). Porém, estes efeitos variam de acordo com o tempo e
intensidade do exercicio fisico. Estudos epidemiologicos demonstram uma relagdo positiva entre estilo de
vida ativo, pratica de exercicios regulares e aumento da resisténcia as infecgbes do trato respiratorio
superior (IRTS)(MALM, 2006). Por outro lado, tém se relacionado treinamentos de alto volume e intensidade,
com uma maior susceptibilidade a IRTS (NIEMAN & PEDERSEN, 1999, NIEMAN, 1994).

O risco de se contrair IRTS pode se duplicar para pessoas sedentarias que se submetem a exercicios fisicos
extremos, em razdo de alteracbes negativas no sistema imune provocadas tanto pela liberacdo dos
hormdnios do estresse, como pela linfocitopenia pos-exercicio; pela supressdo das células NK "Natural
Killer" (MARS et al.,, 1998) e pela reducdo da IgA salivar (TOMASI, 1992). Assim, 0 exercicio pode,
paradoxalmente, tanto promover melhora das respostas imunes, como prejudicar estas respostas. Com isso,
a ponte que relaciona exercicio fisico a qualidade de vida vem adquirindo um novo formato, considerando o
exercicio como um fator positivo ou negativo a saude dependendo de como € aplicado.

O numero de leucdcitos totais aumenta apds sessdes agudas de exercicio, em virtude do aumento do
namero de linfocitos, sendo acompanhado por valores abaixo das condicBes de repouso, apos exercicios
intensos e de longa duracdo (PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000). Este fato deve estar relacionado a
influéncia do cortisol (MALM, 2004) que diminui a resposta imune adquirida.

Com relagéo as citocinas, estas sao proteinas que auxiliam no controle e sdo mediadores das interagdes
entre as células envolvidas nas respostas imunes. Neste sentido, o exercicio fisico pode induzir liberagdo
sequencial de citocinas proinflamatoérias (TNF-alfa; e IL-6), de citocinas antinflamatérias (IL-10 e IL1ra) e
IL-2, produzida por linfécitos T e células NK. Alguns estudos ainda demonstram que o exercicio altera a
concentragao de citocinas circulantes (NEMET et al, 2003).
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2. Objetivos

Investigar as respostas ao exercicio fisico agudo e apos adaptagéo nas intensidades leve e moderada, sobre
0 numero e proliferac@o de linfocitos teciduais e circulantes; e concentrac@o sérica de citocinas circulantes
(IL-2, IL-6 e TNF-alfa;) de ratos.

3. Desenvolvimento

3.1 Animais e Exercicio Fisico: Ratos machos Wistar (Rathus novergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia),
com 2 meses e peso + 200 g, obtidos do Biotério Central da UNIMEP. Os animais receberam agua e
alimentacéo ad libitum, foram mantidos em gaiolas coletivas em temperatura constante de 23° C+2° C, ciclo
claro/escuro de 12/12 horas com luz acesa a partir das 6h. O modelo de exercicio foi a natacdo, estando a
temperatura da agua a 30° C +2° C, sendo o protocolo realizado entre 14-17h. Para o exercicio em
intensidade moderada, cargas com 5% do peso corporal dos animais foram acopladas em suas regioes
dorsais.

3.2 Grupos Experimentais: a) controle; b) exercicio agudo leve - 5’ (AGL5), 10’ (AGL10), 15’ (AGL15) e
exaustao (EXL); c) exercicio agudo moderado - 5’ (AGM5), 10’ (AGM10), 15’ (AGM15) e exaustdo (EXM); d)
agudo sham (AGS) e adaptado sham (ADS); e) adaptado ao exercicio — leve (ADL) e moderado (ADM).

3.3 Parametros Leucocitarios: Apdés o exercicio, os animais foram decapitados analisando-se: 1)
Leucometria, 2) Leucograma Diferencial (énfase em linfocitos circulantes), 3) NuUmero Linfocitos
Mesentéricos; sendo utilizado: Camara de Neubauer, Microscopio Optico de Luz, LaAminas para esfregaco
sanguineo e aparelho LEUCOTRON TP, 4) Proliferacdo de linfécitos Teciduais utilizando os mitdgenos
Concanavalina A (ConA) e Lipopolissacarideo (LPS) em meio de cultura com RPMI.

3.4 Dosagem de Citocinas Séricas: A dosagem das citocinas (IL-2, IL-6 e TNF-alfa) foi feita a partir do soro
sanguineo e determinada pelo método ELISA, utilizando-se o Kit BioSource International (CAVAGLIERI et
al., 2003).
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3.5 Cultura celular. Apos 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 concentracao 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.

3.6 Funcionalidade celular. As amostras foram avaliadas 24, 48, 72 e 96h ap6s o plagueamento,
obtendo-se uma curva de proliferacé@o celular através de contagens das placas de cultura, com os resultados
expressos em namero de células x 10°.

3.7 Estatistica: Testes ANOVA e t-Student; resultados expressos pela média + erro sendo estatisticamente
significantes quando p«< 0.05.

4. Resultados

Os resultados obtidos foram: 1) Leucometria: aumento em todos os grupos exercitados; 2) Leucograma
Diferencial (% Linfocitos): aumento nos grupos AGL15, AGS, ADS, ADL, AGM5, AGM10 e ADM; nenhuma
alteracdo nos grupos AGL10, EXL, AGM15 e EXM; diminuicdo apenas no grupo AGL5; 3) numero de
Linfocitos teciduais: aumento nos grupos AGL5, AGS, ADS, AGM5, AGM10 e AGM15; diminuicdo nos
grupos EXL, ADL e ADM; nenhuma alteragéo nos grupos AGL10, AGL15 e EXM.

Os efeitos do exercicio fisico sobre o aumento no nimero de leucécitos circulantes podem ser mediados
pela ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) (MILLS et al., 1999); sendo que no individuo destreinado
ou com baixa aptidao fisica foi observado aumento na concentracdo plasméatica de noradrenalina comparado
com o individuo treinado (SOTHMANN et al., 1991) e por alteracdes na hemodindmica (GABRIEL &
KINDERMANN, 1998). Assim, provavelmente 0s animais que se exercitaram de forma aguda, apresentaram
maior ativagdo do SNS, promovendo aumento na secregdo de catecolaminas, induzindo leucocitose e
linfocitose temporaria (ORTEGA et al., 2003). Ao passo que, 0s grupos adaptados sdo menos sensiveis aos
efeitos estressores do exercicio, apresentando consequentemente, uma menor secrecao de catecolaminas e
cortisol.

Observamos que o volume influencia o ndmero de linfécitos teciduais, tanto no exercicio agudo e na
exaustdo em intensidade leve, como nos grupos adaptados, evidenciando um desequilibrio entre as
populagBes circulantes e teciduais. Segundo PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ (2000), concentracdes
plasméticas de cortisol aumentam somente em exercicios de longa duracdo, ao passo que sao observadas
poucas alteracGes até 1h de exercicio. Portanto, somente sessdes de longa duracdo de exercicio poderiam
induzir linfopenia, o que justificaria 0s nossos resultados, onde observamos uma diminuicdo no namero de
linfécitos teciduais nos grupos ADL, ADM e EXL, sendo que este Ultimo permaneceu em média 7 h nadando.
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Sugere-se que uma porcentagem consideravel de linfécitos sai dos tecidos para a circulagdo, nao
retornando para os mesmos. Isto pode ocorrer devido ao aumento do fluxo sanguineo provocado pelas
catecolaminas liberadas no exercicio e a estimulacdo da imunidade adquirida pela inata, promovendo o
redirecionamento de linfcitos para a musculatura esquelética.

Em todos os grupos experimentais, ndo observamos alterac@o significante na concentragédo sérica de IL-2.
Entretanto, observamos aumento na concentragdo plasméatica de IL-6 no grupo EXL em comparagdo com o
controle, AGL5 e AGL15. Sendo que, a concentragdo de IL-6 foi menor nos grupos ADL e EXM, em relagéo
ao grupo EXL (Figura 1). Quanto ao TNF-alfa, observamos uma diminui¢do significativa nos grupos ADL e
ADM, AGM5, AGM15, EXM, em relagdo ao grupo controle. Também ocorreu uma redu¢do no grupo AGM15
guando comparado ao grupo AGL15.

MCFARLIN et al. (2004), realizaram um estudo com homens (18-26 anos), que exercitaram uma sesséo de
uma hora de bicicleta ergométrica com 75% a 80% do VO2max. Eles observaram que nao houve alteracédo
significativa na IL-2 quando ndo foi realizada a ingestdo de carboidratos, concordando com nossos
resultados.

As concentracdes plasmaticas de IL-6 aumentadas apds o exercicio foram associadas a lesdo muscular
(BRUUNSGAARD et al., 1997). No entanto, estudos recentes relatam que a IL-6 pode aumentar mesmo na
auséncia de lesédo no tecido muscular (KELLER et al., 2001), dependendo da intensidade e da dura¢éo da
atividade.

Um estudo com uma sesséo de polo aquatico, com duracdo de uma hora e meia demonstrou uma redugao
de 20% sobre nas concentracdes de TNF-alfa;. (NEMET et al, 2003), semelhante ao que observamos. No
entanto, outros estudos indicam que ndo h4 mudancas na concentracdo desta citocina (SUZUKI et al, 2000).

A cultura ndo estimulada com mitégeno do grupo Con apresentou aumentos nas amostras T48h, T72h e
T96h em relacdo a Ti; sendo que o grupo AgL5 apresentou aumento em relacdo a Ti apenas em T96h
(Tabela 1). A hipétese levantada para a aumentada mitogénese nas culturas ndo estimuladas com
mitbgenos é 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 concentragéo 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 apés 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 diminuicAo 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 (Figura 1).

Segundo MALM (2004) a mitogénese linfocitaria esta reduzida nas primeiras horas apés o exercicio, sendo
influenciada pelo cortisol. Contrariamente GREEN et al. (2003);
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MITCHELL et al. (1998) evidenciam a proliferacéo linfocitaria de humanos como relacionada a mecanismos
independentes dos niveis séricos de cortisol. Como o0s protocolos de exercicio empregados nesses estudos
nao foram agudos, tais resultados podem néo se aplicar aos do presente estudo.

5. Consideracdes Finais

Estes resultados sugerem que o exercicio fisico agudo nas intensidades leve e moderada e apds adaptacao,
na intensidade leve e moderada modularam o nimero de linfécitos, tanto dos linfonodos mesentéricos, como
os circulantes, podendo induzir alteracdes na resposta imune.

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 comparagcdo 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.

Portanto a prescricdo de exercicios fisicos com intensidades diferentes, incluindo a intensidade leve,
precisam ter seus efeitos devidamente esclarecidos, pois dependendo do volume, poderdo induzir alteracdes
na resposta imune adquirida, sendo ainda prematuro associar essas alteracbes com uma aumentada
susceptibilidade a infecges.
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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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