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1. Introducdao

As funcbes imunes sabidamente exercem importante papel nos mecanismos de defesa contra antigenos.
Diversos estudos tém sido conduzidos na &area da imunologia do exercicio (MACKINNON, 1998; MALM,
2004; NIEMAN, 1997; PEDERSEN et al., 1998b; WHITE et al., 2006). A intensidade, duracéo e a frequéncia
do exercicio exercem papel chave na determinacdo das respostas imunes a um esfor¢o, podendo aumentar
ou reduzir tal fungcdo (MATTHEWS et al., 2002; NIEMAN, 1994; ZALDIVAR et al., 2006).

No entanto, os mecanismos envolvidos neste processo ndo foram ainda completamente elucidados. Estes
efeitos podem ocorrer devido a acdo de horménios do estresse, interacdo neuro-enddcrina, fatores
hematoldgicos, nutricionais, diminuicdo dos niveis circulantes de glutamina e liberacdo de citocinas
(SHEPARD, 1998).

As Citocinas sdo hormonios protéicos mediadores e reguladores de respostas imunes e inflamatorias,
produzidas pelas préprias células de defesa, durante as fases de ativagdo da imunidade inata e especifica.
Estudos recentes (DHABHAR, 2000; MALM, 2004) tém concluido que a imunidade inata aumenta com
atividade fisica aguda, protegendo o organismo de infeccdes.

Curiosamente, a interleucina-2 (IL-2) € uma das citocinas que tem sido utilizada como estimulante dos
linfocitos e ainda das células “natural killer” (NK) (NIELSEN e PEDERSEN, 1997). Contudo, a IL-2 por sua
vez, é sintetizada pelos linfocitos T citotdéxicos e posteriormente elas irdo agir na proliferacao e ativacdo dos
linfocitos T por CD4 e CD6, objetivando a morte viral juntamente com as células NK que foram estimuladas
pelo IFN-3 (NAOUM, 2001). Além disso, a IL-2 ativa os mondcitos/macréfagos e a liberacdo de outras
citocinas como TNF-x e IFN-3 (ANDERSON et al., 1992). Vale também destacar que o exercicio demonstrou
suprimir a funcao dos linfocitos T e NK, possivelmente assim, comprometendo a producéo de citocinas a
partir destas células (STARKIE et al., 2001).

Este trabalho visa investigar as alteracées na producéo de citocinas em cultura de linfécitos, que interferem
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com a resposta do sistema imunoldgico. Estas citocinas podem estimular ou inibir a proliferacdo e/ou
diferenciacdo dos subtipos de linfocitos, as quais poderiam modular positiva ou negativamente o sistema
imune adquirido dos praticantes de exercicio fisico. Dessa forma, é fundamental esclarecermos os efeitos
do exercicio fisico sobre o sistema imunoldgico, para que possamos ter maior seguranca na prescricao de
exercicios fisicos.

2. Objetivos

O objetivo deste estudo visa investigar os efeitos do exercicio fisico agudo em intensidade leve sobre a
producdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-6 e TNF-a em cultura de linfécitos de ratos, usando como modelo de
exercicio fisico a natagéao.

3. Desenvolvimento

1. Metodologia

Ratos da linhagem Wistar, com 2 meses de idade, peso médio de 200 g e foram obtidos do biotério central
da UNIMEP. Os animais receberam agua e alimentacdo ad libitum e foram mantidos em gaiolas com 5
animais cada, ambiente com temperatura constante de 23° C + 2° C, ciclo claro/escuro de 12/12 horas.
Antes de iniciar o periodo experimental, os animais permaneceram por 48 horas em adaptacdo as condi¢des
do biotério de pesquisa.

Os animais foram divididos em: grupo nado exercitado (sem adi¢cdo de mitdbgeno) e grupo agudo 5 minutos na
intensidade leve (com e sem adi¢cdo de mitégeno). Para o grupo ndo exercitado realizamos uma curva de
proliferacdo nos seguintes tempos: 18horas, 24horas, 36horas e 48horas. JA o0 grupo exercitado foi
submetido ao exercicio fisico apenas uma vez, 0s quais nao utilizaram cargas adicionais em seu dorso,
sendo as amostras coletadas em 48horas de proliferacao.

O modelo de exercicio fisico escolhido foi a natagéo, realizada sempre em um tanque com a temperatura de
30° C + 2°C no periodo da tarde.

Ap6s a decaptagcdo dos animais, os linfocitos dos linfonodos mesentéricos foram retirados e colocados em
cultura, acrescido ou ndo de mitdgeno (lipopolissacarideo - LPS ou concanavalina A - ConA). Depois do
periodo de incubacéo as amostras foram centrifugadas e armazenadas em -70°C e posteriormente dosadas
pelo método ELISA, seguindo as especificacdes correspondentes ao Kit (BD OptEIA ™ obtido da
Pharmingen) (Cavaglieri et al.,2003).

2. Andlise Estatistica
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4. Resultados

As citocinas sdo como uma rede de ligacdo para auxiliar na regulacdo da sinalizacdo das respostas imunes
inatas e especificas. Existem diversas explicacdes possiveis para a variabilidade dos resultados na
responsividade das citocinas pro e anti-inflamatorias em relagdo ao exercicio (PEDERSEN et al., 1998a).
Primeiro, o tipo de atividade fisica, a intensidade e durag&o do exercicio podem afetar o perfil das citocinas.
Segundo, a especificidade e a sensibilidade dos kits utilizados em estudos com exercicio fisico podem
explicar as variagdes nos resultados (PEDERSEN, 2000). Outro fator de grande relevancia que pode alterar
o resultado das citocinas quando estamos nos referindo a producéo in vitro sdo o tempo de coleta, os tipos e
as diferentes concentragcfes de mitdgenos utilizados (NIELSEN e PEDERSEN, 1997).

Os linfocitos T est@o entre as células que sdo responsaveis pela sintese de citocinas. Algumas delas irdo
estimular a proliferacdo e até a ativacao de linfocitos, que por sua vez irdo produzir novas citocinas. A
estimulacao pelos mitbgenos provoca maior liberagédo dessas citocinas (ABBAS et al., 2003).

Sabe-se que quando ndo utilizamos agentes mitogénicos para estimular a proliferacdo de células,
provavelmente os valores obtidos no inicio da incubacao, tanto na contagem das células quanto na analise
da producédo de citocinas, nao sofrerdo grandes alteracdes. Isso pode ser observado nos nossos resultados
da curva de proliferacdo nas citocinas (figura 1) analisadas, as quais ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Pode também ser observado na figura 2 diferencas estatisticamente
significativas nos grupos que foram induzidos por mitdgenos em relacdo aos que ndo foram, com isso
podemos sustentar a hipotese da maior proliferacdo nas amostras que foram induzidas por mitégenos.

Além desta possibilidade colocada acima, a nédo realizacdo de exercicio fisico pode ter influenciado nos
resultados da curva de proliferacéo, ja que ele pode modular a producgéo de citocinas (STARKIE et al., 2000;
WHITE et al., 2006).

Quando a producdo de citocina € muito baixa, muitas vezes os valores obtidos pelo ELISA torna-se
indetectavel (figura 1), ou seja, os valores sdo negativos, podendo entdo concluir que esta citocina estd em
concentragao quase que inexistente (VASSILAKOPOULOS et al., 2003; ZALDIVAR et al., 2006). A IL-6 e 0
TNF-a apresentam concentragcfes maiores em relacdo a IL-4 e a IL-10 (figura 1), como eles ndo foram
submetidos ao exercicio, provavelmente os animais estavam com algum tipo de inflamacao, o que pode ter
ocasionado em maiores concentra¢des das citocinas pré-inflamatorias.

Em relagcdo ao grupo exercitado por 5 minutos em intensidade leve podemos observar aumento
estatisticamente significativo nas amostras estimuladas por LPS e ConA em relacdo as amostras nao
estimuladas por mitdgenos. Houve também aumento estatisticamente significativo nas amostras que
continham ConA quando relacionada com as que continham LPS. Esses resultados puderam ser
observados em todas as citocinas analisadas (figura 2).

Um dos mecanismos propostos para esclarecer esses resultados é que o ConA estimula primordialmente os

linfécitos T e o0 LPS estimula preferencialmente os linfécitos B (NIELSEN e PEDERSEN, 1997). Portanto, o
aumento nas amostras que continham ConA se deve ao fato de haver maior proliferacéo de linfocitos T, os
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guais tém como uma de suas funcbes secretar citocinas.

Atualmente, sabe-se que o exercicio fisico ndo tem apenas respostas inflamatorias, existem estudos que
relatam que ocorre um balanco entre os mediadores das citocinas pré e anti-inflamatérias em resposta ao
exercicio (OSTROWSKI et al., 1999; ZALDIVAR et al., 2006).

Portanto, outros estudos serdo necessérios para esclarecer as possiveis respostas sobre a produgéo de
citocinas in vitro, aliada a um exercicio fisico especifico.

5. Considerag¢des Finais

Estes resultados sugeriram que as respostas proliferativas estdo intimamente ligadas ao tipo e concentragao
dos mitogénicos utilizados, além da duragédo da proliferagdo e ao exercicio realizado. Contudo, torna-se
necessario que outros estudos sejam realizados para elucidar os efeitos de um exercicio agudo especifico e
suas possiveis respostas sobre a producdo de citocinas em cultura de linfécitos, para que possamos ter
maior segurancga na prescricao de exercicios fisicos.
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Anexos

Froduczo de

citocinas (po/mil) smi ai ~ona
|L-£ -6,03x 0,66 -0, 70" £ 1,39 7164 £ 15 75
IL-10 =24 75+ 1392 391,687 46,320 2152,03% + 83 67
IL-B 21,05 £ 1224 179,.36% +:39. 15 330,867 + 26 54
THF-c 117614 J0* £ 7,92 1?9,25*# 41,75

Figura 2. Tabela referente a producao de citocinas com adicao de mitgenos para
0 grupo gue realizou exercicio agudo durante 5 minutos em intensidade leve e
acrescido de mitdgeno, sendo os resultados expressos pela media £ erro padrao
damedia(p=0,03). IL<4 — n=4, IL-10 — n=3, IL€ — n=A, TNF-a— n=5, Smit =
a5 amostras que nao tinha adicao de mitbgeno, LPS= as amostras acrescidas de
lipopolissacariden (LPS), €onA = as amostras acrescidas de concanavalina A
(ConA). *Diferenca significativa com as amostras gue nao foram acrescidas de
mitdgeno. *Diferenca significativa em retacio s amostras gue continham LPS.

8/9



Frodugao de

R T18h T24h T36h T48h
IL-4 512+034 -656+045 943+1450  346+09,37

IL-10 78,29+ 523 -8516+397 -10,79+2673 -2266+ 3151

IL-6 502+ 1600 5045+1235 4895+1150 67,95+ 26,01
TMF-ct 106£ 163 5872135 55+ 1,83 6,62 +3.21

Figura 1. Tabela referente & curva de producao de citocinas para o grupo nao
exercitado e sem adicao de mitdgeno, sendo os resutados expressos pela media
+ ermo padrao da media (p = 0,05). IL-4 e IL-10 — n=3, IL-6 & TNF- a.— n=4, T18h
= a5 amostras foram coletadas em 18 horas, T24h = 35 amostras foram coletadas
em 24 horas, T3eh = as amostras foram coletadas em 36 horas, T48h = as
arnostras foram coletadas em 48 horas.
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