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RESUMO

FERREIRA, CKO. Influência do exercício físico agudo sobre a resposta inata de
macrófagos e neutrófilos de ratos sedentários [Influence of the acute physical
exercise on the macrophages and neutrophils innate response in sedentary rats].
2005. 77 p. Dissertação (Mestrado em Educação Física) Faculdade de Ciências da
Saúde, Universidade Metodista de Piracicaba, Piracicaba, 2006.
O exercício físico pode modular positivamente ou negativamente a resposta do
sistema imunológico, dependendo da intensidade/duração. O objetivo deste estudo
foi determinar a resposta aguda de parâmetros da imunidade inata de ratos
sedentários submetidos ao exercício físico em diferentes volumes e intensidades,
nas seguintes etapas: 1a etapa: Influência do exercício físico agudo de curta duração
nas intensidades leve e moderada sobre o número e a capacidade fagocitária de
macrófagos em ratos sedentários; 2a etapa: Influência do exercício físico agudo de
curta duração nas intensidades leve e moderada sobre o número, viabilidade,
capacidade fagocitária e apoptose de neutrófilos em ratos sedentários. 3a etapa:
Influência do exercício físico agudo exaustivo em diferentes volumes e nas
intensidades leve e moderada sobre o número e capacidade fagocitária de
macrófagos e neutrófilos peritoneais em ratos sedentários. Utilizamos ratos machos
Wistar, com 2 meses de idade, e o modelo de exercício utilizado foi a natação.
Quanto as análises laboratoriais, foram mensuradas: leucometria; leucograma
diferencial; número total e capacidade fagocitária de macrófagos e neutrófilos
peritoneais; viabilidade, fragmentação do DNA e potencial transmembrânico da
mitocôndria de neutrófilos circulantes; concentração sérica de TNF-á. A análise
estatística foi realizada com a aplicação do teste ANOVA, seguido do teste t-Student
(p ≤ 0,05), comparando os grupos exercitados com o grupo controle, com os grupos
de volumes e/ou intensidades correspondentes e entre os protocolos, sendo os
resultados expressos pela média ± erro padrão da média. Na 1ª etapa, observamos
a manutenção do número e o aumento da capacidade fagocitária nos grupos
exercitados na intensidade leve (5L= 6,68% / 15L= 10,96%). Na 2ª etapa,
observamos aumento no número (5L= 178,15% / 5M= 13,87% / 15M= 98,50%) e na
viabilidade (5L= 6,64% / 15L= 2,32% / 15L= 4,23%) de neutrófilos. No entanto, a
capacidade fagocitária diminuiu (5L= 7,58% / 5M= 11,37% / 15M= 24,64%). Por
outro lado, esses volumes e intensidades não foram capazes de induzir alterações
severas como apoptose. Na 3ª etapa, observamos redução no número total de
macrófagos peritoneais na sessão de intensidade leve (EXAGL= 34,47%), porém,
houve aumento desta variável após 4 sessões de adaptação (EXADL= 52,80%) . No
entanto, a capacidade fagocitária aumentou em todos os grupos exercitados
(EXAGL= 18,44% / EXAGM= 9,62% / EXADL= 10,69% / EXADM= 17,64%). Por
outro lado, o número total de neutrófilos peritoneais diminuiu nos grupos de
intensidade leve (EXAGL= 54,57% / EXADL= 22,21%) e aumentou nos grupos de
intensidade moderada (EXAGM= 98,50% / EXADM= 245%). Porém, a capacidade
fagocitária diminuiu no grupo que realizou uma sessão de exercício moderado
(EXAGM= 24,64%) e aumentou no grupo adaptado para esta sessão (EXADM=
6,87%). Neste contexto, macrófagos e neutrófilos de ratos sedentários respondem
diferentemente ao estresse causado pelo exercício físico, provavelmente pela ação
de hormônios do estresse.
Palavras-chave: exercício físico; natação; sistema imunológico; macrófago;
neutrófilo.
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ABSTRACT

FERREIRA, CKO. Influence of the acute physical exercise on the macrophages
and neutrophils innate response in sedentary rats [Influência do exercício físico
agudo sobre a resposta inata de macrófagos e neutrófilos de ratos sedentários].
2006. 77 p. Dissertation (Master's degree in Physical Education) Health Science
Faculty, Methodist University of Piracicaba, São Paulo, Brazil.
The physical exercise can modulate positively or negatively the response of the
immunological system, depending of the volume/intensity. The objective of this study
was to determine the acute response of the innate immunity parameters in sedentary
rats submitted to the physical exercise in different volumes and intensities, in the
following stages: First stage: Influence of short duration acute physical exercise in the
low and moderate intensities on the macrophages number and the phagocytic
capacity in sedentary rats; Second stage: Influence of short duration acute physical
exercise in the low and moderate intensities on the neutrophils number, viability,
phagocytic capacity and apoptosis in sedentary rats. Third stage: Influence of acute
exhausting physical exercise exhausting in different volumes and in the low and
moderate intensities on the number and phagocytic capacity of the peritoneal
macrophages and neutrophils in sedentary rats. It was used male rats Wistar, with 2
months of age, and the model of the exercise was the swimming. About the analyses,
were measured: Leukometry; differential leukogram; total number of the peritoneal
macrophages and neutrophils; phagocytic capacity of the peritoneal macrophages
and neutrophils; viability of the circulating neutrophils; DNA fragmentation of the
circulating neutrophils; mitochondrial transmembrane potential of the circulating
neutrophils; serum concentration of the TNF-á. The statistical analysis was
accomplished with the application of the ANOVA test, following by the t-Student test
(p ≤ 0,05), comparing the exercised groups with the control group, with the
corresponding volumes/intensities groups and among the protocols, the results were
expressed by the average ± standard error of the average. In the first stage, we
observed the maintenance of the number and the increase of the phagocytic capacity
mainly in the groups exercised in the low intensity (5L= 6,68% / 15L= 10,96%). In the
second stage, we observed an increase of the neutrophils number (5L= 178,15% /
5M= 13,87% / 15M= 98,50%) and viability (5L= 6,64% / 15L= 2,32% / 15L= 4,23%).
However, the phagocytic capacity decreased (5L= 7,58% / 5M= 11,37% / 15M=
24,64%). On the other hand, these volumes and intensities were not capable to
induce severe alterations as apoptosis. In the third stage, we observed reduce of the
peritoneal macrophages total number in the session of low intensity (EXAGL=
34,47%), however, there was increase of this variable after 4 adaptation sessions
(EXADL= 52,80%). However, the phagocytic capacity increased in all of the
exercised groups (EXAGL= 18,44% / EXAGM= 9,62% / EXADL= 10,69% / EXADM=
17,64%). On the other hand, the peritoneal neutrophils total number decreased in the
groups of low intensity (EXAGL= 54,57% / EXADL= 22,21%) and increased in the
groups of moderate intensity (EXAGM= 98,50% / EXADM= 245%). However, the
phagocytic capacity decreased in the group that accomplished a session of moderate
exercise (EXAGM= 24,64%) and increased in the group adapted for this session
(EXADM= 6,87%). In this context, macrophages and neutrophils of the sedentary rats
answer differently to the stress caused by the physical exercise, probably for the
action of the stress hormones.
Key Words: physical exercise; swimming; immunological system; macrophage;
neutrophil.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ROS – espécies reativas de oxigênio
CRF – fator de liberação de corticotropina
ACTH – corticotropina
Células NK – células natural killer

TNF-α – fator de necrose tumoral alfa
IL – interleucina
IFN – interferon
PMA – Phorbol 12-Myristate 13-Acetate
NADPH – subproduto produzido na via das pentoses (NAD=
nicotidamina adenina dinucleotídeo)
NADH – subproduto do metabolismo aeróbio (NAD= nicotidamina
adenina dinucleotídeo)
RNAm – ácido ribonucléico mensageiro
PBMC – células mononucleadas do sangue periférico
MIP – proteína inflamatória de macrófago
s TNF-á r – receptor de fator de necrose tumoral – á solúvel

IFN-γ - interferon gama
LPS – lipopolissacarídeo
MAC-1 ou LFA-1 – moléculas de integrina
ICAM-1 – moléculas presentes nas células do endotélio vascular
estimulado pelo TNF-α
CD11b e CD16 – antígenos de superfícies
VO2máx. – consumo máximo de oxigênio frente ao esforço físico
máximo
PBS – solução tampão
DNA – ácido desoxirribonucléico
PRL – prolactina
FSC – detector forward scatter que é sensível à dispersão frontal da
luz
SSC - detector side scatter que é sensível à dispersão lateral da luz
FL1 e FL2 - detectores fluorescentes
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1 INTRODUÇÃO

O treinamento sistemático e de longo prazo provoca alterações significativas

nas estruturas e nas funções orgânicas do praticante. O programa de preparação

física é um fator importante nas respostas da performance humana. Sabe-se que os

resultados conseguidos na prática esportiva pelos seres humanos são

conseqüências dos fatores hereditários, ambientais e dos programas específicos de

treinamento.

O conhecimento da ciência do esporte, tanto no contexto das teorias da

preparação física quanto dos fatores psicológicos e nutricionais, é buscar

explicações de como o atleta pode estar protegido, em seu estado de saúde, para

conseguir com menor gasto energético, realizar suas provas esportivas, pois a

intenção da comunidade científica é que o praticante consiga realizar seus

treinamentos e a competição, com o mínimo de esforço e perda de tempo,

alcançando melhores resultados técnicos, tanto qualitativos quanto quantitativos.

Neste contexto, o respaldo científico na prática esportiva é de grande

importância aos seres humanos, já que os resultados apontam para uma rotina mais

saudável aos praticantes de atividade física que se orientam para melhoria da

qualidade de vida (PEDERSEN, SALTIN, 2006). A atividade física afeta a

competência do sistema imunitário, porém estes efeitos variam de acordo com o

tempo e a intensidade do exercício físico, sendo que os mecanismos envolvidos não

foram completamente elucidados (PEDERSEN, SALTIN, 2006). Estes efeitos podem

ser mediados por meio das ações dos hormônios do estresse, interação neuro-

endócrina, citocinas, fatores hematológicos, nutricionais e redução da concentração

plasmática de glutamina (PEDERSEN, SALTIN, 2006). Alguns autores têm relatado

que exercícios de intensidade moderada parecem exercer um efeito benéfico sobre
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as células do sistema imunitário, enquanto que outros autores observaram redução

da resistência imunitária (GARCIA et al., 1999; CURI, 2000; EKBLOM et al., 2006;

MALM, 2006; PEDERSEN, SALTIN, 2006).

1.1 Leucócitos

No aspecto celular, linfócitos, macrófagos e neutrófilos desempenham um

papel central na resposta imunitária e inflamatória. Linfócitos são células circulantes,

têm sua origem nos tecidos linfóides primários (timo e medula óssea), podendo

migrar para os órgãos linfóides secundários (baço, linfonodos e placas de Peyer).

Encontram-se em estado quiescente até serem estimulados a proliferar, por

exemplo, durante uma infecção por vírus ou bactérias. Os macrófagos podem diferir

em suas características bioquímicas, estruturais e funcionais, dependendo do estado

de diferenciação, do microambiente de sua organização no organismo. Em função

de sua localização, recebem diferentes denominações: do sistema nervoso central

(microglia), fixos no fígado (células de Kupffer), da epiderme (células de

Langerhans), do osso (osteoclastos) e os macrófagos livres do espaço alveolar e

cavidades serosas (GORDON, 1986). Entretanto, os macrófagos,

independentemente de sua localização, compartilham de algumas das propriedades

gerais que os tornam semelhantes entre si, como propriedades de espraiamento, de

fagocitose e fungicida, bactericida e tumoricida.

Neutrófilos constituem cerca de 60% dos leucócitos circulantes em seres

humanos adultos e são as primeiras células de defesa na resposta inflamatória

aguda. Microrganismos fagocitados, recobertos ou não com complemento ou

anticorpo específico, são mortos por proteínas citotóxicas derivadas dos grânulos

citoplasmáticos e por uma combinação de espécies reativas de oxigênio (ROS)

geradas pelo neutrófilo (STITES, 1991).
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Na década de 80, o grupo do Prof. Eric Newsholme determinou que

macrófagos e linfócitos utilizam glutamina em altas taxas (CURI et al., 1986) e foi

verificada, pela primeira vez, a utilização de glutamina também por neutrófilos

(PITHON-CURI et al., 1997). Apesar da inquestionável importância dessas células

na resposta imunitária e inflamatória, relativamente pouco se sabia sobre o

metabolismo e sua implicação para as diferentes funções desses tipos celulares.

1.2 Efeitos do Exercício Físico sobre o Sistema Imunológico

Tem sido demonstrado que in vivo a resposta imunitária é totalmente

autônoma. Porém existem interações funcionais com o sistema neuroendócrino e o

sistema imunitário que modulam essa resposta frente ao estresse físico, psicológico

ou patológico (FLESHNER, 2000; JONSDOTTIR, 2000). Recentes estudos têm

evidenciado que atividades físicas são associadas à redução de alguns tipos de

câncer, principalmente o de cólon e de mama (McTIERNAN et al., 1998; HARDMAN,

2001). Um dos mecanismos propostos para explicar tal efeito é que a atividade física

altera a concentração e a sensibilidade de alguns hormônios, como por exemplo,

insulina e estradiol, e também promove alterações na funcionalidade do sistema

imunitário. As mulheres menopausadas são encorajadas a fazer reposição hormonal

com estradiol e iniciar ou continuar a fazer atividade física. Hoffman-Goetz (1999)

observou em camundongos fêmeas que o estradiol induziu a redução da

proliferação de linfócitos T e B, sendo que estes efeitos foram mascarados quando

foram associados com a atividade física.

Podemos afirmar que a atividade física é caracterizada pelo nosso organismo

como estímulo estressante e estes produzem por meio do hipotálamo, uma forte

descarga simpática adrenal. As catecolaminas armazenadas são liberadas e

produzem seus efeitos cardiovasculares e metabólicos característicos. A mais
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importante reação de estresse é a liberação de corticosteróides pelo córtex da

glândula supra-renal. Os estímulos estressantes atuam por intermédio de neurônios

aferentes ou diretamente sobre o hipotálamo causando uma descarga de Fator de

Liberação de Corticotropina (CRF) e corticotropina (ACTH) pela hipófise. Shepard et

al. (2000) observaram que a expressão das moléculas endoteliais de adesão de

vários subtipos de leucócitos, incluindo as selectinas, integrinas e membros das

imunoglobulinas, foi alterada pelo exercício agudo e crônico, provavelmente devido a

ação de catecolaminas liberadas no exercício.

Com relação aos corticosteróides, estes também são liberados em situações

de estresse e suprimem várias reações inflamatórias e imunitárias. Em

camundongos, ratos e coelhos, os glicocorticóides provocam extensa destruição

linfóide. Por outro lado, os linfócitos de cobaias, macacos e seres humanos

mostram-se altamente resistentes a lise induzida por esteróides. As atividades

antiinflamatórias e imunossupressoras dos corticosteróides podem ser relacionadas

com as ações sobre o trânsito celular e funcionalidade dos leucócitos (STITES,

1991). É sabido que o exercício físico pode influenciar as concentrações de

neuropeptídeos, como substância P, neuropeptídeo Y e peptídeo intestinal

vasoativo, no sistema nervoso, bem como no sangue periférico (JONSDOTTIR,

2000). Estas alterações na resposta da função imunitária frente ao exercício têm

sido sugeridas como uma nova interação bidirecional entre sistema nervoso e

imunitário.

Alguns estudos observaram que exercícios físicos intensos e de curta

duração elevam o número total de leucócitos no sangue numa relação diretamente

proporcional à intensidade do exercício, sendo que esta elevação ocorre

principalmente no que tange à série granulocítica e em especial aos
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poliformonucleares (BENONI et al., 1995; HOST et al., 1995; GHORAYEB,

BARROS, 1999). O número de monócitos e de linfócitos igualmente sobem, mas em

menor escala (NIEMAN, 1994; HOST et al., 1995), sendo que as células “Natural

Killer” (NK) são as que mais aumentam no âmbito da subpopulação dos linfócitos. A

explicação mais cogitada para esta linfocitose passageira se deve principalmente à

liberação de catecolaminas provocada pelo exercício (GHORAYEB, BARROS,

1999). Após cinco minutos do término do exercício, a contagem de linfócitos começa

a diminuir e isto se deve, provavelmente, ao efeito persistente de corticoesteróides

liberado no desenvolvimento do exercício, diferentemente das catecolaminas que

decrescem logo em seguida ao final da atividade física. Em geral, quatro a seis

horas após encerrada a atividade física e dentro de 24 horas de repouso, a

contagem dos linfócitos se normaliza (HOST et al., 1995). Com relação à função dos

demais linfócitos, já foi observado que a capacidade de mitogênese foi abolida nas

primeiras horas após o término da atividade física, em virtude da influência das

quantidades persistentes de corticoesteróides (HOST et al., 1995; GHORAYEB,

BARROS, 1999). Admite-se que exercícios muito intensos são capazes de danificar

quantidade de músculos suficiente para desencadear uma resposta inflamatória

aguda que envolve reações complexas moduladas pelo sistema imunitário por meio

da liberação de citocinas (GHORAYEB, BARROS, 1999).

Citocinas são glicoproteínas, produzidas também por diferentes tipos de

células do sistema imunitário, que têm como principal função mediar a comunicação

entre as células do sistema imunitário e não imunitário (MOLDOVEANU et al., 2000).

As citocinas inflamatórias são moduladas por vários estímulos, incluindo a atividade

física, trauma e infecção. O exercício físico afeta a produção sistêmica de citocinas,

principalmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (RIVIER et al., 1994;
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MOLDOVEANU et al., 2000), interleucinas (IL), principalmente interleucina 1 beta

(IL-1β) (MOLDOVEANU et al., 2000), interleucina-6 (IL-6) (MOLDOVEANU et al.,

2000; OSTROWSKI et al., 2000), interferons (IFN) e outras citocinas (RIVIER et al.,

1994).

Um estudo recente, verificou que em neutrófilos incubados por uma hora, a

adrenalina inibiu a produção de ânion superóxido induzidos por PMA (“Phorbol 12-

Myristate 13-Acetate”) na presença de glicose, mas esta inibição é parcial na

presença de glutamina. O efeito inibitório da adrenalina sobre a geração de ânion

superóxido por neutrófilos pode ter ocorrido devido à baixa produção de NADPH nas

vias das pentoses. Na presença de adrenalina, os neutrófilos desviariam o fluxo de

glicose da via das pentoses para a produção de lactato. Por outro lado, a glutamina

aumenta a produção de agentes redutores (NADH e NADPH) no ciclo de Krebs e,

neste caso, reduz o efeito inibitório da adrenalina na produção de ânion superóxido

(GARCIA et al., 1999). Portanto, durante a atividade física, quando há a liberação de

adrenalina, a glutamina pode ter um papel importante na regulação da produção de

ânion superóxido, mantendo a capacidade microbicida dos neutrófilos.

Pithon-Curi et al. (2002) identificaram pela primeira vez que a glutamina tem

um papel fundamental em proteger neutrófilos da apoptose e manter sua função na

resposta inflamatória.

Há evidências de que existe uma associação entre exercícios de resistência

aeróbia e o aumento do risco de doenças, principalmente infecções do trato

respiratório (NIEMAN, 1994). Vários mecanismos foram propostos na tentativa de

explicar esta susceptibilidade desses atletas a infecções respiratórias, porém,

recentemente, observou-se uma relação direta entre o exercício e as citocinas.
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As citocinas são glicoproteínas solúveis, produzidas também por diferentes

tipos de células do sistema imunitário, em resposta aos microorganismos e a outros

antígenos, as quais têm como função principal mediar a comunicação entre as

células do sistema imunitário, não imunitário e inflamatório (MOLDOVEANU et al.,

2000, ABBAS et al., 2003). A maioria das citocinas são secretadas e ligam-se à

receptores específicos, localizados na superfície das células alvo (ABBAS et al.,

2003). Agem regulando a atividade, o crescimento e/ou a diferenciação dos

leucócitos (Fase de Ativação) e na Fase Efetora da imunidade inata e adquirida,

ativam diferentes células com intuito de eliminar microorganismos e antígenos

(ABBAS et al.,2003).

As citocinas são moléculas mensageiras que transmitem sinais entre várias

células do sistema imune e sua produção é induzida em resposta a injúria, exercício,

trauma ou infecção. Vários são os trabalhos mostrando que o exercício de

resistência aeróbia ou excêntrico aumenta as concentrações plasmáticas de

interleucinas, bem como a expressão de RNA mensageiro (RNAm) de células

mononucleadas do sangue periférico (PBMC) (PEDERSEN, 2000).

Algumas citocinas (interleucina-6, 1ra, 8, proteína inflamatória de macrófago

[MIP] 1â, fator de necrose tumoral –á (TNF-á) e receptor de fator de necrose tumoral

– á solúvel (s TNF-á r) têm sido descritas por aumentarem no plasma, bem como

também sua expressão aumentada nas células PBMC durante o exercício de

resistência aeróbia (OSTROWSKI et al, 1998 e OSTROWSKI et al., 1999). Em

maratonistas o aumento do TNF–á e IL-1â (2 vezes) é acompanhado por uma

elevação significativa da cocentração de IL-6 (100 vezes), bem como da

concentração sérica da IL-1ra (PEDERSEN, 2000). A IL-6 é produzida em grande

quantidade em relação as outras citocinas em resposta ao exercício no plasma, nas
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PBMC e no músculo. O aumento da fagocitose de granulócitos e da concentração

plasmática de IL-6 sugere uma resposta pró-antiinflamatória.

O exercício induz a destruição das fibras musculares esqueléticas ativando

assim a produção de Interleucina-6, que estimula a produção de receptores

antagonistas de IL-1 nas células do sistema imune presentes na circulação

sangüínea. A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória chave na fase aguda da resposta

inflamatória. É produzida por diferentes tipos de células e são originalmente

estimuladas pelos monócitos. Recentemente foi observada uma relação direta entre

sua concentração plasmática e a intensidade de corrida (XING, et al.,1998;

OSTROWSKI et al., 2000), o que poderíamos hipoteticamente relacionar com

aumento proporcional da lesão muscular (NIEMAN, PEDERSEN,1999).

PEDERSEN (1998) demonstrou que atletas que realizam treinamento de alta

intensidade têm uma maior depressão do sistema imunitário após os exercícios

intensos, já que eles contraem infecções nas próximas duas semanas, o que se

deve às alterações imunes ocorridas entre três e setenta e duas horas após

exercícios, denominadas “janela imunológica”. Há evidências de que exista uma

associação entre exercícios de resistência aeróbia e o aumento do risco de doenças,

principalmente infecções do trato respiratório (NIEMAN, 1994). Faz sentido que o

risco de infecção respiratória esteja aumentado em atletas que se submetam a ciclos

repetidos de exercício exaustivo e estes tenham sido recentemente expostos a

patógenos, e tenham passado por outros fatores que alteram o sistema imune,

como, por exemplo, pouco repouso entre as atividades realizadas, estresse, má

nutrição ou perda de peso corporal (NIEMAN, 1994).

Em uma situação de exercício extremo (corrida), o pico de concentração

sérica de IL-6 foi encontrado imediatamente após o exercício, enquanto a IL-1
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apresentou picos de uma a duas horas após o exercício; uma vez que tais citocinas

estão envolvidas com os processos inflamatórios, deduziu-se que exercícios

extenuantes levam a um aumento na ocorrência de sepsis e infecções respiratórias

(NIEMAN, PEDERSEN, 1999). Também foi observado um aumento na produção de

Interferon-γ (IFN-γ) e Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) após esforço físico

intenso (INGLOT et al., 1999).

Normalmente, o TNF-α é sintetizado primeiro, seguido da IL-1, IL-6, IL-1ra,

receptores do TNF e IL-10 (SPRENGER et al., 1992; DRENTH et al., 1995; TSIGOS

et al., 1997; OSTROWSKI et al., 1998b). INGLOT et al. (1999) sugeriram que a

concentração plasmática de citocinas pode ser inicialmente marcadora de imuno

profilaxia.

A partir do estudo de OSTROWISK et al. (1998c) mostrando que biópsias de

músculo esquelético coletadas depois de uma corrida de maratona, passaram a

expressar RNAm da IL-6, enquanto que as amostras coletadas antes da corrida não

expressaram RNAm da IL-6, sugeriu-se o músculo esquelético como produtor de IL-

6. Outras pesquisas foram desenvolvidas mostrando essa correlação, entre elas a

de JONSDOTTIR et al., (2000) que avaliaram a síntese da IL-6 no músculo

esquelético da pata de ratos submetidos a contrações excêntricas ou concêntricas

a partir de estímulos elétricos. Esses pesquisadores encontraram aumento nas

concentrações do RNAm da IL-6, em resposta tanto ao exercício excêntrico quanto

concêntrico, considerando que o músculo da pata em repouso não teve elevação na

expressão RNAm da IL-6. Este estudo indica que a produção da IL-6 está

relacionada com a contração do músculo e não devido a um efeito sistêmico. Nessa

linha de investigação, MOLDOVEANU et al. (2000) avaliaram as alterações

induzidas pelo exercício nas concentrações das citocinas do plasma e a sua
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expressão gênica em células mononucleadas do sangue periférico (PBMC). Os

testes foram realizados em humanos submetidos a exercício como ciclismo e

caminhada sob inclinação. Foi observado um aumento na produção das citocinas IL-

1·, IL-6 e TNF-α no plasma após o exercício. Já as expressões gênicas dessas

citocinas nas células mononucleadas não foram alteradas com o exercício.

Mostrando que as células PBMC não estariam envolvidas na produção dessas

citocinas.

Embora a IL-6 promova a diferenciação das células B e T (MURAGUCHI et

al., 1988) e seja induzida com citocinas que estão envolvidas na cascata

inflamatória, esta não medeia sintomas pró-inflamatórios quando infundida em

humanos (TILG et al., 1997). Embora classificada como citocina pró-inflamatória, a

ação da IL-6 tem sido evidenciada como predominantemente antiinflamatória

(BARTON, 1997), como por exemplo, IL-6 não regula mediadores inflamatórios tais

como prostaglandinas, óxido nítrico ou metaloproteinases de matriz, não induz a

síntese de moléculas de adesão envolvidas na resposta inflamatória, tais como

moléculas de adesão intracelular 1, inibe a síntese de IL-1 e TNF-α in vivo e in vitro

induzida por lipopolissacarídeos (LPS) (BARTON, 1997 e XING et al., 1998) e induz

moderada produção de proteína de fase aguda pelo fígado (XING et al., 1998).

Esses dados sugerem que citocinas inibitórias (IL-1ra e rTNF-α solúvel) e

anti-inflamatórias (IL-6, IL10 e IL-4) produzidas durante o exercício restringem a

magnitude e duração da resposta inflamatória. Assim, apresentando-se como uma

resposta ao dano muscular.

Outras funções da citocina IL-6 liberada durante o exercício incluem: reparo

do tecido danificado, estimulação da hipertrofia do músculo e medula e regulação
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do metabolismo, diretamente ou por meio de mediadores hormonais (FEBBARIO,

PEDERSEN, 2002; SHEPARD, 2002).

Recentemente foi observada a relação entre interleucina-6 e metabolismo. A

interleucina-6 produzida e liberada pelo músculo esquelético, mesmo na ausência da

lesão muscular, parece ter um importante papel na sinalização entre outros órgãos e

o próprio músculo para manter o aporte de substratos energéticos durante o

exercício físico (STEENSBERG, 2003). PEDERSEN et al. (2003) observaram que a

produção de IL-6 é modulada pelo conteúdo de glicogênio no músculo, portanto IL-6

poderia ser caracterizada como um sensor energético. Recente estudo de FROST et

al. (2004) observaram que o aumento na síntese de IL-6 no músculo esquelético era

induzido pela adrenalina in vivo e em miócitos in vitro, utilizando predominantemente

os receptores β-2 adrenérgicos. IL-6 ainda exerce efeito sobre o tecido adiposo,

elevando a taxa de lipólise e oxidação dos lipídios (KELLER et al. 2003; PEDERSEN

et al. 2003). Tais fatos podem esclarecer porque altas concentrações dessa citocina

são encontradas durante a prática de atividade física (STEENSBERG, 2003). Mais

estudos são necessários para esclarecer os possíveis efeitos benéficos do exercício

físico e sua relação com a secreção de citocinas.

A queda na concentração plasmática de glutamina também tem sido

implicada como possível fator causal da supressão imunológica (PARRY BILLINGS

et al., 1990; KEAST et al., 1995; ROWBOTTOM et al., 1996; NEWSHOLME et al.,

1987, 1988, 1989, 1997; CURI, 2000).

1.3 Resposta Inata de Macrófagos e Neutrófilos Frente ao Exercício Físico

Tradicionalmente, o exercício tem sido descrito por melhorar a saúde. No

entanto, há várias evidências acumuladas mostrando que este fato pode ser
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realmente verdade, porém, o volume e a intensidade são fatores críticos. Enquanto o

exercício moderado regular é muito comumente associado com a redução da

susceptibilidade a infecções, o exercício exaustivo tem sido associado com sintomas

de imunossupressão transitória, com aumento da susceptibilidade a infecções

(NASH, 1986; ASGEIRSSON, BELLANTI, 1987; FITZGERALD, 1988; CAREN, 1991;

SIMON, 1991; SHARP, PARRY-BILLINGS, 1992; FRIMAN, ILBÄCK, 1998; WOODS

et al., 1999; KÖNIG et al., 2000).

A imunidade inata é constituída de macrófagos, neutrófilos, células NK,

complemento e defensinas. Juntos eles constituem a primeira linha de defesa do

organismo. Macrófagos e neutrófilos são as principais células desse sistema. Pelo

acoplamento, processamento e apresentação de antígenos, os macrófagos formam

um elo crítico com a imunidade adquirida, que consiste de vários tipos de linfócitos e

seus produtos. No mesmo aspecto, os neutrófilos também colaboram com a

imunidade adquirida via citocinas (ORTEGA, 2003).

Neutrófilos são os leucócitos mais freqüentes no sangue e as primeiras

células a migrarem para o tecido inflamado. Os neutrófilos possuem vida bastante

curta, com alto poder de fagocitose e de produção de radicais livres e enzimas com

ação microbicida. Estas células muitas vezes morrem junto com os patógenos

formando o pus. Durante os processos inflamatórios com determinadas bactérias e

outros agentes infecciosos, os neutrófilos são as primeiras células a chegarem no

foco inflamatório, seguidos pelos macrófagos (PITHON-CURI et al., 1997).

A migração de monócitos e neutrófilos dos vasos para o local da infecção

inicia-se com a interação de moléculas chamadas selectinas, que estão presentes

na superfície de células endoteliais, e reconhecem resíduos de açúcares (lectinas)

presentes nos leucócitos (adesinas). Essa interação é fraca e permite o rolamento
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do leucócito ao longo do vaso (ABBAS et al., 2003). A IL-8 associada à

proteoglicanas expressas no endotélio vascular ativa as moléculas de integrina

(MAC-1 ou LFA-1) da superfície dos leucócitos, que alteram sua conformação,

ganhando mais afinidade pelo ICAM-1 (moléculas presentes nas células do

endotélio vascular estimulado pelo TNF-α). A interação do ICAM-1 com as integrinas

é forte, cessando o rolamento dos leucócitos e fazendo com que estas células

atravessem por diapedese a parede do vaso e migrem para o local da infecção. A

seguir, as células caminham pelos tecidos por meio de um gradiente de quimiocinas

que fagocitam o patógeno (PEAKMAN, VERGANI, 1999; PLAYFAIR, LYDYARD,

1999; STITES et al., 2000; ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

Uma vez fagocitados, os patógenos são mortos pela liberação de grânulos

intracelular contendo enzimas proteolíticas ou pela “explosão respiratória” de

espécies reativas de oxigênio (ROS). Por isso, os efeitos do exercício sobre cada um

desses métodos de destruição de patógenos (oxidativos e não- oxidativos) têm sido

investigado (ROWBOTTOM, GREEN, 2000).

A liberação dos grânulos intracelular, ou desgranulação, está associada com

a concentração aumentada de enzimas proteolíticas (ex.: elastase) no plasma e

antígenos de superfícies (CD11b e CD16) (ROWBOTTOM, GREEN, 2000). Alguns

estudos têm relatado que o exercício agudo produz aumento na concentração de

elastase no plasma de praticantes de exercício físico de longa duração (60-150

minutos), com intensidades moderada (50-70% VO2máx.), alta (80-100% VO2máx.) e

até a exaustão (GRAV et al., 1993; SMITH et al., 1996; ROBSON et al., 1999). Gray

et al. também relataram uma expressão aumentada de CD11b e CD16 de 6-24

horas após o exercício máximo.
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Os efeitos do exercício sobre a “explosão respiratória” estimulada in vitro são

menos conclusivos. Tem sido relatada uma produção diminuída de espécies reativas

de oxigênio (ROS) imediatamente após o exercício de intensidade moderada (50-

60% VO2máx.) de curta e longa duração, assim como também, na intensidade alta

(80-100% VO2máx.) até a exaustão (HACK et al., 1992; PYNE et al., 1996; ROBSON

et al., 1999). Este fato tem sido denominado como um “período refratário pós-

exercício” e sugerido por representar o tempo que os neutrófilos ficam

potencialmente menos responsivos a desafios microbiais (PYNE, 1994).

Inversamente, outros estudos com 60-90 minutos de exercício de intensidade

moderada (50-70% VO2máx.) foram relatados por aumentar significativamente a

produção de ROS (SMITH et al., 1996; SUZUKI et al., 1996).

Muitos autores têm relatado o papel dos macrófagos e neutrófilos atuando na

resposta aos danos estruturais nos músculos esqueléticos induzidos pelo exercício.

Mas, se este é o fator principal de alterações pós-exercício na ativação dessas

células, podemos perguntar: qual a capacidade dos macrófagos e neutrófilos

fagocitarem agentes bacterianos após o exercício?

Embora o estresse tenha sido relatado geralmente como imunosupressivo,

atualmente tem-se observado efeito contrário. Neste contexto, o estresse induzido

pelo exercício estimula a capacidade fagocitária de macrófagos e neutrófilos

(ORTEGA et al., 1992; SAXTON et al., 2003). Uma das novas interpretações

fisiológicas que está emergindo é que a estimulação geral da fagocitose e outros

mecanismos durante o exercício físico extenuante podem contrabalancear a redução

da atividade linfóide, prevenindo a entrada e sobrevivência de microrganismos em

situações onde as respostas específicas são deprimidas (ORTEGA, 2003). Em

alguns casos, este comportamento é também mediado pelos hormônios do estresse,
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principalmente catecolaminas e glicocorticóides, ambos imunosupressivos em

linfócitos (PEDERSEN, BRUUNSGAARD, 1995; NIEMAN, PEDERSEN, 1999). O

papel mediador dos glicocorticóides pode também diferir nas funções não

específicas dos macrófagos, como a quimiotaxia e a fagocitose, assim como

também, aquelas mais específicas como apresentação de antígenos (MUNK,

GUYRE, 1991; WEIGENT, BLALOCK, 1995). Neutrófilos e monócitos podem ser

estimulados por catecolaminas ou sinais simpáticos (CARTER et al., 1992;

NAGOTAMI et al., 2000; WOODS, 2000). Variações na fagocitose e catecolaminas

têm sido propostas como um bom marcador neuro-imuno-endócrino em atletas

(ORTEGA et al., 2001). Outros hormônios como os da tireóide, prolactina, GH e

endorfinas contribuem em geral nos efeitos do estresse ao exercício sobre a

fagocitose (BERNTON et al., 1991; KELLY, 1991).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi determinar a resposta aguda de parâmetros da

imunidade inata de ratos sedentários submetidos ao exercício físico em diferentes

volumes e intensidades.

2.2 Objetivo Específico

Determinar a resposta aguda de parâmetros da imunidade inata de ratos

sedentários submetidos ao exercício físico em diferentes volumes e intensidades nas

seguintes etapas:

• 1a etapa: Influência do exercício físico agudo de curta duração nas

intensidades leve e moderada sobre o número e a capacidade fagocitária de

macrófagos em ratos sedentários.

• 2a etapa: Influência do exercício físico agudo de curta duração nas

intensidades leve e moderada sobre o número, viabilidade, capacidade

fagocitária e apoptose de neutrófilos em ratos sedentários.

• 3a etapa: Influência do exercício físico agudo exaustivo e após 5 sessões de

exercício com volume progressivo, nas intensidades leve e moderada sobre o

número e capacidade fagocitária de macrófagos e neutrófilos peritoneais em

ratos sedentários.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA

Desde a grande explosão cósmica que deu origem ao Universo denominada

Big Beng, o movimento se encontra de maneira cíclica. Em nosso plano terreno, esta

lei não poderia ser diferente, pois estamos inseridos neste contexto, começando

pela biosfera e passando pelos ecossistemas de diferentes espécies, populações de

uma espécie, organismos, sistemas orgânicos, órgãos, tecidos, células, moléculas e

átomos.

Neste contexto, o ser humano também se interage com o Universo num

aspecto cíclico, porém com a particularidade de unir pensamento e movimento.

Desta forma, consegue se expressar corporalmente por meio da sua complexidade e

motricidade, nesta abordagem sistêmica.

Do ponto de vista fisiológico, essas variáveis se convergem, pois a realização

de um movimento voluntário ocorre nas áreas corticais e subcorticais, que enviam

sinais ao córtex motor de associação, o qual elabora um “esboço grosseiro” do

movimento planejado. O plano de movimento é, então, enviado ao cerebelo e aos

gânglios da base. Essas estruturas colaboram para converter o “esboço grosseiro”

num programa temporal e espacial preciso. Do cerebelo e dos gânglios da base, o

programa preciso é enviado por meio do tálamo até o córtex motor, que envia uma

mensagem aos neurônios medulares para a “sintonia medular” e, finalmente, ao

músculo esquelético.

Pelo controle neural do movimento citado no parágrafo acima, pode-se dizer

que dependendo da maneira como os pensamentos/movimentos são processados,

ocorrem no nosso organismo diversos tipos de adaptações crônicas e agudas em

diversos sistemas, incluindo o imunológico. Pode-se ter uma visão geral da função

do sistema imunológico nos seguintes aspectos: (1) Proteger o organismo dos
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invasores causadores de doenças, conhecidos como patógenos; (2) remover células

e tecidos mortos ou danificados; (3) reconhecer e remover células anormais.

Sabe-se que o exercício físico promove alterações no sistema imunológico e

que essas alterações são moduladas pelo volume e/ou intensidade do exercício.

Estudos mostram que atletas de resistência aeróbia são mais susceptíveis a

infecções. Por outro lado, autores têm verificado que alguns tipos de exercício

promovem melhora do sistema imunológico. Portanto, há tipos de exercícios que são

benéficos ou não para a imunidade. A intervenção do pesquisador em Imunologia do

Exercício é descobrir um limiar de exercício que seja benéfico para a saúde das

pessoas e que este seja utilizado como artefato na profilaxia de doenças crônico-

degenerativas pelo combate do sedentarismo e, também, na terapia de dessas

doenças. Este objetivo se justifica na prescrição de exercícios para pessoas

normais, idosas, atletas, portadoras do vírus HIV, doenças auto-imunes, etc. Então,

pode-se dizer que a Imunologia do Exercício não é apenas uma questão de

interesse acadêmico, mas é de grande relevância na prescrição de exercícios para

toda a população.

A escolha do sujeito experimental, no caso dessa dissertação, ratos (Rathus

novergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia), foi devido aos testes invasivos

realizados nos experimentos que, necessariamente, precisou levar esses animais ao

óbito.

Com base nesta epistemologia, foi elaborada a dissertação de mestrado

denominada “Influência do exercício físico agudo sobre a resposta inata de

macrófagos e neutrófilos de ratos sedentários”, que visa determinar a resposta

aguda de parâmetros da imunidade inata de ratos sedentários submetidos ao

exercício físico em diferentes volumes e intensidades.

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Estrutura Experimental Geral para as 3 Etapas

4.1.1 Animais

Os procedimentos utilizados estão de acordo com os princípios éticos

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e

exigências estabelecidas no “Guide for the care and use of experimental animals”

(Canadian Council on Animal Care). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar

(Rathus novergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia), com 2 meses de idade, 200g

de peso e foram obtidos do biotério Central da Universidade Metodista de

Piracicaba. Os animais receberam água e alimentação ad libitum e foram mantidos

em gaiolas coletivas, ambiente com temperatura constante de 23º C ± 2º C, ciclo

claro/escuro de 12/12 horas.

4.1.2 Exercício Físico

O modelo de exercício físico escolhido foi a natação, realizada em um tanque

com a temperatura de 30º C ± 2º C no período da tarde, entre 14 e 17 horas, com

exceção dos grupos que se exercitaram até a exaustão, que começaram a natação

às 2 horas. Os animais foram submetidos apenas uma vez ao exercício físico, sendo

que os grupos exercitados na intensidade leve não utilizaram cargas adicionais. Na

intensidade moderada, os animais utilizaram uma carga de 5% de seu peso corporal

acoplada em seus dorsos, o que corresponde a uma intensidade abaixo do ponto de

inflexão da curva do limiar de lactato (GOBATTO et al., 2001; VOLTARELLI et al.,

2002). Os animais foram mortos por decapitação imediatamente após o exercício.
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4.1.3 Grupos Experimentais

Nas duas primeiras etapas em que houve exercício físico de curta duração, os

ratos foram divididos em cinco grupos (n=5 por grupo), sendo eles: (1) Grupo

Controle Sedentário (C); (2) Grupo Exercitado 5 Minutos na Intensidade Leve (5L);

(3) Grupo Exercitado 15 Minutos na Intensidade Leve (15L); (4) Grupo Exercitado 5

Minutos na Intensidade Moderada (5M); (5) Grupo Exercitado 15 Minutos na

Intensidade Moderada (15M).

Na última etapa em que houve exercício físico exaustivo e com volume

progressivo, os animais foram divididos em 2 protocolos, sendo eles: ratos normais

(estudo com macrófagos) e ratos que receberam tratamento de glicogênio de ostra

(estudo com neutrófilos). Em cada protocolo, os ratos foram divididos em cinco

grupos (n=5 por grupo), sendo eles: grupo controle sedentário (C), grupos

exercitados uma vez nas intensidades leve (EXAGL – EXAUSTÃO AGUDO LEVE) e

moderada (EXAGM – EXAUSTÃO AGUDO MODERADO) até a exaustão

(intensidade leve = 10 horas (ratos normais) e 3 horas (ratos tratados com glicogênio

de ostra) / intensidade moderada = 2 horas e 15 minutos (ratos normais) e 15

minutos (ratos tratados com glicogênio de ostra)) e grupos exercitados submetidos à

adaptação de cinco dias nos tempos 5, 15, 30, 45 minutos e exaustão nas

intensidades leve (EXADL – EXAUSTÃO ADAPTADO LEVE) e moderada (EXADM –

EXAUSTÃO ADAPTADO MODERADO) (intensidade leve = 12 horas (ratos normais)

e 5 horas e 30 minutos (ratos tratados com glicogênio de ostra) / intensidade

moderada = 2 horas e 45 minutos (ratos normais) e 30 minutos (ratos tratados com

glicogênio de ostra).
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4.1.4 Leucometria e Leucograma Diferencial

Leucometria. Os animais foram sacrificados por decapitação (com ou sem

exercício, dependendo do grupo trabalhado); o sangue foi colhido em tubo de vidro

que continha anticoagulante para hematologia (100 µL para 3,5 mL de sangue);

uma alíquota de 10 µL do sangue foi retirada, colocada em um tubo de plástico e

acrescentado 190 µL do corante TURKEY; com pipeta o tubo foi homogeneizado; foi

preenchida a câmara de Neubauer e feita a contagem total dos leucócitos no

microscópio (Cálculo: número encontrado na soma dos 4 quadrantes ÷ 4 (número de

quadrantes) x 20 (diluição) = número x 104); observação: Neste estudo os resultados

foram expressos x 106.

Leucograma Diferencial. Os animais foram sacrificados por decapitação (com

ou sem exercício, dependendo do grupo trabalhado); o sangue foi colhido em tubo

de vidro que continha anticoagulante para hematologia (100 µL para 3,5 mL de

sangue); o tubo foi homogeneizado e preparado para fazer o esfregaço; foi pego

uma lâmina bem limpa e seca (preparada 24h antes), colocado 7,5 µl de sangue

sobre a lâmina e com a lâmina extensora a gota de sangue foi pressionada com

ângulo de 45º em relação a extremidade da lâmina, no qual foi feito o esfregaço; o

arrasto foi procedido em direção a outra ponta da lâmina com velocidade constante;

foi seco a temperatura ambiente (2 a 3 minutos) e a coloração foi procedida.

Coloração: foi colocado sobre a lâmina de esfregaço 3 mL MAY GRUNWALD e

GIEMSA (corantes); após 4 minutos, foi colocado 5 mL de água destilada em cima

da lâmina e 2 minutos foram esperados; a lâmina foi lavada com água corrente,

deixando-a inclinada para secar em temperatura ambiente); após a secagem a

leitura foi procedida em objetiva de imersão; a leitura do leucograma diferencial foi
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feita no aparelho LEUCOTRON TP; o resultado foi expresso com ênfase no

percentual de monócitos (1ª e 3ª etapas) e neutrófilos (2ª e 3ª etapas).

4.1.5 Número Total e Capacidade Fagocitária de Macrófagos e Neutrófilos

Peritoneais

Foram injetados 10 mL de PBS gelado com o auxílio de uma seringa, no

peritônio do animal; foi feita uma massagem na barriga do animal e um corte

longitudinal para coleta o líquido injetado; com uma pipeta de Pasteur de plástico o

líquido que se encontrava na cavidade peritoneal foi coletado; o líquido foi colocado

em um tubo de ensaio de plástico e centrifugado por 1 minuto a 2000rpm ou até o

Pelet ser formado; o sobrenadante foi descartado e o Pelet ressuspendido em 10 mL

de PBS gelado (diluição 10x) tubo 1; foi pego 1 mL da amostra do tubo 1, colocado

em outro tubo e acrescentado 9 mL de PBS gelado, tubo 2 (diluição 10x); 100 µL da

amostra do tubo 2 foi pego e colocado em um tubo de plástico; neste tubo de

plástico foi acrescido 100 µL de Triplan Blue e o conteúdo foi homogeneizado com

pipeta (diluição 2x); foi preenchida a câmara de Neubauer e feita a contagem do

número total de macrófagos peritoneais no microscópio (Cálculo: número encontrado

na soma dos 4 quadrantes ÷ 4 (número de quadrantes) x 50 (diluição = 10 x 10 x 2)

= número x 104). Observação: neste estudo os resultados foram expressos x 106;

após feito a contagem de macrófagos, o cálculo da quantidade de macrófagos ou

neutrófilos a serem incubados foi realizado (Cálculo: c1 x v1 = c2 x v2, onde: c1=

Valor de macrófagos que deve conter na solução (2 x 106); c2= Valor de macrófagos

encontrados na contagem (número ÷ 4 (câmara de Neubauer) x 10 (diluição) x 2

(Tripan); v1= Volume (mL) que se deve pegar da solução de células já encontradas;

v2= Volume constante de 1mL); após feito o cálculo, foram colocadas em eppendorf

as seguintes quantidades para incubação (Amostra com macrófagos ou neutrófilos;
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zymozan: 50ul; glicose 56 mM: 100ul; albumina defatada: 200ul; PBS q.s.p.: 1 mL);

essa solução foi incubada a 37ºC por 40 minutos com agitação leve; após a

incubação de 40 minutos, foi pego uma alíquota de 100 µl, colocado em tubo de

ensaio de plástico e acrescido 100 µl de triplan blue; a câmara de Neubauer foi

preenchida e 100 células (macrófagos ou neutrófilos) foram contadas e dentre elas

quantas incorporaram o Zymozan; a incorporação só foi válida quando se tinham no

mínimo 3 partículas de Zymozan incorporadas; o valor encontrado expressou a

percentagem de macrófagos peritoneais que incorporaram no mínimo 3 partículas de

zymozan (PITHON-CURI et al., 1997).

Os neutrófilos não são células residentes da cavidade peritoneal. Para que

fossem coletados, aproximadamente 4 horas antes do exercício, os animais

receberam injeção i.p. de 10 mL de uma solução de glicogênio de ostra tipo II (2%)

SIGMA® em PBS. O glicogênio de ostra é um agente irritante local que promove a

migração de neutrófilos circulantes para a cavidade peritoneal (PITHON-CURI et al.,

1997).

4.1.6 Análise Estatística

A análise estatística foi realizada com a aplicação do teste ANOVA, seguido

do teste t-Student (p* ≤ 0,05), comparando sempre os grupos exercitados com o

grupo controle e, também, os grupos exercitados com a mesma duração entre si,

sendo os resultados expressos pela média ± erro padrão da média. Na 3ª etapa, em

que houve exercício exaustivo e volume progressivo, os protocolos de ratos normais

e ratos tratados com glicogênio de ostra também foram comparados.
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4.2 Estrutura Experimental Específica para a 2ª Etapa

4.2.1 Obtenção de Neutrófilos do Sangue Periférico

A partir do sedimento de hemácias e granulócitos obtidos com o gradiente de

densidade 1077 (histopaque 1077 SIGMA®), foi transferida a camada constituída de

hemácias e neutrófilos para um tubo de plástico de 50 mL; o tubo foi completado

com 50 mL de solução de hemólise e incubado em gelo por 10 minutos; após a

incubação o tubo foi centrifugado a 200g por 10 minutos, a 4º C; o sobrenadante

contendo as hemácias foi desprezado e os neutrófilos lavados com PBS; após este

procedimento foi verificada por citometria de fluxo a viabilidade dos neutrófilos, pela

determinação da integridade de membrana celular e apoptose, pela fragmentação

de DNA e pelo potencial transmembrânico mitocondrial (PERES, CURI, 2005).

4.2.2 Viabilidade de Neutrófilos Circulantes

4.2.2.1 Determinação da Integridade de Membrana Celular

Foram ressuspensos 5 X 106 células em 500 µL de tampão salina (PBS); foi

adicionado 50 µL da solução de iodeto de propídio (IP) em PBS (2 µg/mL), à

suspensão celular; o preparado foi agitado suavemente e incubado à temperatura

ambiente, por 5 minutos; foi realizada a leitura no citômetro, imediatamente após a

incubação. O iodeto de propídio é excitável por laser de argônio (480 nm) e emite

fluorescência na faixa de 560-580 nm (FL2). Células com membrana íntegra não

permitem a entrada de iodeto de propídio, portanto, baixa fluorescência. Células cuja

membrana estivesse rompida permitiram a entrada do iodeto de propídio, que se

ligou ao DNA, emitindo alta fluorescência quando excitadas pelo laser (PERES,

CURI, 2005).
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4.2.3 Apoptose de Neutrófilos Circulantes

4.2.3.1 Determinação da Fragmentação de DNA

Foram ressuspensos 1 X 106 células em 200 µL do tampão de lise contendo

iodeto de propídio (0,1% citrato de sódio, 0,1% Triton X-100, 2 µg/mL iodeto de

propídio); o preparado foi incubado ao abrigo da luz, por até 24h, a 4°C; a leitura foi

realizada no citômetro, imediatamente após incubação. O iodeto de propídio é

excitável por laser de argônio (480 nm) e emite fluorescência na faixa de 560-580

nm (FL2). As células foram rompidas pelo tampão de lise expondo os núcleos. O

iodeto de propídio se ligou ao DNA, e as células contendo núcleos íntegros emitiram

alta fluorescência. A condensação de cromatina e a fragmentação de DNA puderam

ser observadas pela ocorrência de eventos com baixa fluorescência. Isso se deve à

menor marcação do DNA com o iodeto de propídio devido à condensação da

cromatina. Além disso, pedaços menores de DNA captaram menos iodeto de

propídio, emitindo menor fluorescência (PERES, CURI, 2005).

4.2.3.2 Determinação do Potencial Transmembrânico Mitocondrial

Foram ressuspensos 1 X 106 células em 1 mL de salina; foi adicionado 1 µL

de solução de rodamina 123 (5 mg/mL em etanol); o preparado foi incubado por 15

minutos, a 37°C; as células foram lavadas duas vezes, ressuspensas em 0,5 mL de

PBS e incubadas por 30 minutos, a 37°C; a leitura foi realizada no citômetro,

imediatamente após a incubação. Rodamina 123 é excitável por laser de argônio

(480nm) e emite fluorescência na faixa de 515-530 nm (FL1). Rodamina 123 é um

corante fluorescente catiônico permeável à membrana celular, que é rapidamente

seqüestrado pela mitocôndria. Células com potencial mitocondrial transmembrânico

inalterado captaram a rodamina e emitiram alta fluorescência quando atingidas pelo
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laser. Alterações no potencial mitocondrial transmembrânico levaram ao efluxo da

rodamina de dentro da mitocôndria, gerando eventos que emitiram menor

fluorescência (PERES, CURI, 2005).

4.2.4 Dosagem Sérica de TNF-α

Dosagem feita no soro do sangue dos animais e determinada pelo método

ELISA, seguindo as especificações correspondentes ao Kit (BioSource International)

(NISHIYAMA et al., 2000; CAVAGLIERI et al.,2003).
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5 RESULTADOS

5.1 1a etapa: Influência do exercício físico agudo de curta duração nas

intensidades leve e moderada sobre o número e a capacidade fagocitária de

macrófagos em ratos sedentários

5.1.1 Leucometria e Leucograma Diferencial

Quando comparamos os grupos exercitados de curta duração nas

intensidades leve e moderada com o grupo controle, observamos aumento

significativo na leucometria em todos os grupos exercitados (5L= 110,92% / 15L=

130,58% / 5M= 204,85% / 15M= 181,79%) (Figura 1A). Na comparação entre grupos

com o mesmo volume, constatamos aumento no grupo 5 minutos na intensidade

moderada (5M= 44,53%) (Figura 1A). No leucograma diferencial, observamos

monocitose nos grupos 5 e 15 minutos na intensidade leve (5L= 50% / 15L= 94,44%)

(Figura 1B). Na comparação entre grupos com o mesmo volume, constatamos

redução do percentual de monócitos nos grupos 5 e 15 minutos na intensidade

moderada (5M= 22,22% / 15M= 62,85%) (Figura 1B). Nesta etapa, enfatizamos

somente o percentual de monócitos, por se tratar de ratos que não foram tratados

com glicogênio de ostra.
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B

Figura 1 Leucometria (A) e Leucograma Diferencial com Ênfase no Percentual de Monócitos (B). Os
resultados foram expressos pela média do número de leucócitos e percentual de células ± erro
padrão da média * p ≤ 0,05, quando comparado com o grupo controle; # p ≤ 0,05 quando comparado
entre os grupos com o mesmo volume. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de exercício agudo de
intensidade leve; 15L = 15 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 5M= 5 minutos de
exercício agudo de intensidade moderada; 15M= 15 minutos de exercício agudo de intensidade
moderada.
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5.1.2 Número Total e Capacidade Fagocitária de Macrófagos Peritoneais

Quando comparamos os grupos exercitados de curta duração nas

intensidades leve e moderada com o grupo controle, observamos aumento

significativo no número total de macrófagos peritoneais no grupo 15 minutos na

intensidade moderada (15M= 48,54%) (Figura 2A). Na comparação entre grupos

com o mesmo volume, constatamos redução no grupo 5 minutos na intensidade

moderada (5M= 25,36%) (Figura 2A). Na capacidade fagocitária, observamos

aumento significativo nos grupos 5 e 15 minutos na intensidade leve (5L= 6,68% /

15L= 10,96%) quando comparados com o controle (Figura 2B). Na comparação

entre grupos com o mesmo volume, constatamos redução no grupo 5 minutos na

intensidade moderada (5M= 6,01%) (Figura 2B).

Figura 2 Número Total (A) e Capacidade Fagocitária (B) de Macrófagos Peritoneais. Os resultados
foram expressos pela média do número de leucócitos e percentual de células ± erro padrão da média
* p ≤ 0,05, quando comparado com o grupo controle; # p ≤ 0,05 quando comparado entre os grupos
com o mesmo volume. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de exercício agudo de intensidade leve;
15L = 15 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 5M= 5 minutos de exercício agudo de
intensidade moderada; 15M= 15 minutos de exercício agudo de intensidade moderada.
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5.2 2a etapa: Influência do exercício físico agudo de curta duração nas

intensidades leve e moderada sobre o número, viabilidade, capacidade

fagocitária e apoptose de neutrófilos em ratos sedentários

5.2.1 Leucometria e Leucograma Diferencial

Quando se comparou os grupos exercitados de curta duração nas

intensidades leve e moderada com o grupo controle, observamos aumento

significativo na leucometria em todos os grupos exercitados (5L= 61,08% / 15L=

92,78% / 5M= 72,68% / 15M= 100,25%) (Figura 3A). No leucograma diferencial,

observamos neutrocitose em todos os grupos exercitados (5L= 24,88% / 15L=

21,19% / 5M= 10,13% / 15M= 12,90%) (Figura 3B). Na comparação entre grupos

com o mesmo volume, observamos redução do percentual de neutrófilos nos grupos

que realizaram o exercício físico durante 5 e 15 minutos na intensidade moderada

(5M= 11,86% / 15M= 6,84%) (Figura 3B). Nesta etapa, enfatizamos somente o

percentual de neutrófilos, por se tratar de ratos que foram tratados com glicogênio de

ostra.
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Figura 3 Leucometria (A) e Leucograma Diferencial com Ênfase no Percentual de Neutrófilos (B)
(ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra antes do exercício). Os resultados foram
expressos pela média do número de leucócitos e percentual de células ± erro padrão da média * p ≤
0,05, quando comparado com o grupo controle; # p ≤ 0,05 quando comparado entre os grupos com o
mesmo volume. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 15L =
15 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 5M= 5 minutos de exercício agudo de intensidade
moderada; 15M= 15 minutos de exercício agudo de intensidade moderada.
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5.2.2 Número Total e Capacidade Fagocitária de Neutrófilos Peritoneais

Quando comparamos os grupos exercitados nas intensidades leve e

moderada com o grupo controle, observamos redução significante no número total

de neutrófilos peritoneais no grupo 15 minutos de intensidade leve (15L= 15,99%)

(Figura 4A). Por outro lado, notamos aumento significante no grupo 5 minutos em

ambas intensidades (5L= 178,15% / 5M = 13,87%) e no grupo 15 minutos de

intensidade moderada (15M= 98,50%) (Figura 4A). Na comparação entre grupos

com o mesmo volume, observamos redução do grupo 5 minutos de intensidade

moderada (5M= 59,06%) e aumento do grupo 15 minutos de intensidade moderada

(15M= 136,29%) (Figura 4A). Na capacidade fagocitária de neutrófilos peritoneais,

observamos redução no grupo 5 minutos em ambas intensidades (5L= 7,58% / 5M=

11,37%) e no grupo 15 minutos de intensidade moderada (15M= 24,64%) (Figura

4B). Na comparação entre grupos com o mesmo volume, observamos redução no

grupo 15 minutos de intensidade moderada (15M= 25,87%) (Figura 4B).
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Figura 4 Número Total (A) e Capacidade Fagocitária (B) de Neutrófilos Peritoneais (ratos que
receberam tratamento com glicogênio de ostra antes do exercício). Os resultados foram expressos
pela média do número total e percentual de fagocitose de neutrófilos peritoneais ± erro padrão da
média * p ≤ 0,05, quando comparado com o grupo controle; # p ≤ 0,05 quando comparado entre os
grupos com o mesmo volume. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de exercício agudo de
intensidade leve; 15L = 15 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 5M= 5 minutos de
exercício agudo de intensidade moderada; 15M= 15 minutos de exercício agudo de intensidade
moderada.

5.2.3 Viabilidade e Apoptose de Neutrófilos Circulantes

Quando comparamos os grupos exercitados nas intensidades leve e

moderada com o grupo controle, observamos um aumento significativo na

viabilidade de neutrófilos circulantes nos grupos 5 minutos em ambas intensidades

(5L= 6,64% / 5M= 4,23%) e 15 minutos na intensidade leve (15L= 2,32%) (Figura

5A). Na fragmentação de DNA e no potencial transmembrânico mitocondrial, não

observamos diferenças estatisticamente significantes nos grupos exercitados

(Figuras 5B e 5C).
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Figura 5 Viabilidade (A), Fragmentação de DNA (B) e Potencial Transmembrânico da Mitocôndria (C)
de Neutrófilos Circulantes (ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra antes do
exercício). Os resultados foram expressos pela média do percentual de células viáveis, percentual de
células com fragmentação de DNA e percentual de células com recepção de rodamina ± erro padrão
da média * p ≤ 0,05, quando comparado com o grupo controle; #p ≤ 0,05 quando comparado entre os
grupos com o mesmo volume. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de exercício agudo de
intensidade leve; 15L = 15 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 5M= 5 minutos de
exercício agudo de intensidade moderada; 15M= 15 minutos de exercício agudo de intensidade
moderada.
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5.2.4 Concentração Sérica de TNF-á

Quando comparamos os grupos exercitados nas intensidades leve e

moderada com o grupo controle, observamos redução significante na concentração

sérica de TNF-á nos grupos 5 e 15 minutos de intensidade moderada (5M= 22,22% /

15M= 20,37%) (Figura 6). Na comparação entre grupos com o mesmo volume,

observamos redução no grupo 15 minutos de intensidade moderada (15M= 17,30%)

(Figura 6).

Figura 6 Concentração Sérica de TNF-á (ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra
antes do exercício). Os resultados foram expressos pela média do percentual de células viáveis,
percentual de células com fragmentação de DNA e percentual de células com recepção de rodamina
± erro padrão da média * p ≤ 0,05, quando comparado com o grupo controle; # p ≤ 0,05 quando
comparado entre os grupos com o mesmo volume. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de
exercício agudo de intensidade leve; 15L = 15 minutos de exercício agudo de intensidade leve; 5M= 5
minutos de exercício agudo de intensidade moderada; 15M= 15 minutos de exercício agudo de
intensidade moderada.
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5.3 3a etapa: Influência do exercício físico agudo exaustivo em diferentes

volumes e nas intensidades leve e moderada sobre o número e capacidade

fagocitária de macrófagos e neutrófilos peritoneais em ratos sedentários

5.3.1 Leucometria e Leucograma Diferencial

Quando comparamos os grupos exercitados apenas uma vez e após

adaptação até a exaustão nas intensidades leve e moderada com o grupo controle

em ambos protocolos, observamos leucocitose em todos os grupos exercitados

[ratos normais (EXAGL= 85,43% / EXAGM= 92,71% / EXADL= 217,47% / EXADM=

216,50%) e ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra (EXAGL=

154,89% / EXAGM= 100,25% / EXADL= 242,26% / EXADM= 247,42%)] (Figuras 7A

e 8A). No leucograma diferencial, observamos de maneira geral, monocitose nos

animais exercitados no protocolo de ratos normais (EXAGM= 72,22% / EXADL=

66,66% / EXADM= 133,33%) (Figura 7B); neutrocitose nos grupos que realizaram

uma sessão de exercício físico em ambas intensidades no protocolo de ratos

tratados com glicogênio de ostra (EXAGL= 44,70% / EXAGM= 12,90%) (Figura 8B);

neutropenia nos animais que foram adaptados ao exercício físico em ambas

intensidades no protocolo de ratos tratados com glicogênio de ostra (EXADL=

39,27% / EXADM= 47,92%) (Figura 8B). No protocolo de ratos normais, enfatizamos

somente o percentual de monócitos, por se tratar de ratos que não foram tratados

com glicogênio de ostra. Por outro lado, no protocolo de ratos tratados com

glicogênio de ostra, enfatizamos somente o percentual de neutrófilos.
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B

Figura 7 Leucometria (A) e Leucograma Diferencial com o Ênfase no Percentual de Monócitos (B)
(Ratos Normais). Os resultados foram expressos pela media do número de leucócitos e o percentual
de células ± o erro padrão da média * p  0,05, quando os grupos exercitados (EXAGL= EXAUSTÃO
AGUDO LEVE (grupo exercitado uma vez na intensidade leve até exaustão) e EXADL= EXAUSTÃO
ADAPTADO LEVE (grupo que realizou cinco dias de adaptação na intensidade leve, sendo o último
dia de exercício físico até exaustão) / EXAGM= EXAUSTÃO AGUDO MODERADO (grupo exercitado
uma vez na intensidade moderada até exaustão) e EXADM= EXAUSTÃO ADAPTADO MODERADO
(grupo que realizou cinco dias de adaptação na intensidade moderada, sendo o último dia de
exercício físico até exaustão) foram comparados com o grupo controle (C); # p  0,05, quando a
comparação foi feita entre grupos com o mesmo volume.
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A

Figura 8 Leucometria (A) e Leucograma Diferencial com Ênfase no Percentual de Neutrófilos (B)
(ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra). Os resultados foram expressos pela media
do número de leucócitos e o percentual de células ± o erro padrão da média * p  0,05, quando os
grupos exercitados (EXAGL= EXAUSTÃO AGUDO LEVE (grupo exercitado uma vez na intensidade
leve até exaustão) e EXADL= EXAUSTÃO ADAPTADO LEVE (grupo que realizou cinco dias de
adaptação na intensidade leve, sendo o último dia de exercício físico até exaustão) / EXAGM=
EXAUSTÃO AGUDO MODERADO (grupo exercitado uma vez na intensidade moderada até
exaustão) e EXADM= EXAUSTÃO ADAPTADO MODERADO (grupo que realizou cinco dias de
adaptação na intensidade moderada, sendo o último dia de exercício físico até exaustão) foram
comparados com o grupo controle (C); # p  0,05, quando a comparação foi feita entre grupos com o
mesmo volume final; ## p  0,05, quando a comparação foi feita entre os protocolos de ratos normais
e ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra (Figura 7A / 8A).
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5.3.2 Número Total e Capacidade Fagocitária de Macrófagos e Neutrófilos

Peritoneais

Quando comparamos os grupos exercitados apenas uma vez e após

adaptação até a exaustão nas intensidades leve e moderada com o grupo controle

em ambos protocolos (ratos normais e ratos tratados com glicogênio de ostra),

observamos redução no número total de macrófagos peritoneais no grupo que

realizou o exercício apenas uma vez (EXAGL= 34,47%) e aumento no grupo

adaptado (EXADL= 52,80%) na intensidade leve, no protocolo de ratos normais

(Figura 9A1); redução do número total de neutrófilos peritoneais nos grupos de

intensidade leve (EXAGL= 54,57% / EXADL= 22,21%) e aumento nos grupos de

intensidade moderada (EXAGM= 98,50% / EXADM= 245%), no protocolo de ratos

tratados com glicogênio de ostra (Figura 9B1). Na capacidade fagocitária,

observamos aumento nos macrófagos em todos os grupos exercitados (EXAGL=

18,44% / EXAGM= 9,62% / EXADL= 10,69% / EXADM= 17,64%), no protocolo de

ratos normais (Figura 9A2). Por outro lado, observamos redução por neutrófilos no

grupo que realizou uma sessão de exercício na intensidade moderada (EXAGM=

24,64%) e aumento no grupo adaptado para esta sessão moderada (EXADM=

6,87%), no protocolo de ratos tratados com glicogênio de ostra (Figura 9B2).
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Figura 9 Número Total (A1 e B1) e Capacidade Fagocitária (A2 e B2) de Macrófagos e Neutrófilos
Peritoneais A (ratos normais) e B (ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra). Os
resultados foram expressos pela media do número de leucócitos e o percentual de células ± o erro
padrão da média * p  0,05, quando os grupos exercitados (EXAGL= EXAUSTÃO AGUDO LEVE
(grupo exercitado uma vez na intensidade leve até exaustão) e EXADL= EXAUSTÃO ADAPTADO
LEVE (grupo que realizou cinco dias de adaptação na intensidade leve, sendo o último dia de
exercício físico até exaustão) / EXAGM= EXAUSTÃO AGUDO MODERADO (grupo exercitado uma
vez na intensidade moderada até exaustão) e EXADM= EXAUSTÃO ADAPTADO MODERADO
(grupo que realizou cinco dias de adaptação na intensidade moderada, sendo o último dia de
exercício físico até exaustão) foram comparados com o grupo controle (C); # p  0,05, quando a
comparação foi feita entre grupos com o mesmo volume final; ## p  0,05, quando a comparação foi
feita entre os protocolos A (ratos normais) e B (ratos que receberam tratamento com glicogênio de
ostra).
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5.4 Estrutura Geral dos Resultados nas 3 Etapas

A estrutura geral dos resultados está apresentada na figura abaixo (Figura 10).
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6 DISCUSSÃO

Um dos efeitos mais conhecidos na literatura sobre o exercício é a

leucocitose. O efeito da leucocitose é conhecido desde 1902 (LARRABE, 1902 apud

ORTEGA, 2003). Pode ser causado pela combinação dos efeitos dos

glicocorticóides e das catecolaminas ou pode ser um fenômeno de desmarginação

celular (MACKINNON, TOMASI, 1986; McCARTHY, DALE, 1988; BARRIGA et al.,

1993; BRENNER et al., 1998). Em nosso estudo, o exercício promoveu leucocitose

em todos os grupos exercitados (Figuras 1A, 3A, 7A e 8A).

Os monócitos são precursores dos macrófagos na circulação e eles podem

ser encontrados livres ou marginados (VAN FURTH, SLUITER, 1986). Em resposta

ao exercício agudo, o número de monócitos aumenta como resultado da

desmarginação mediada por catecolaminas (WOODS et al., 1999; WOODS, 2000).

Em nosso estudo, o percentual de monócitos no leucograma diferencial aumentou

somente nos grupos exercitados de curta duração e intensidade leve (Figura 1B).

Nos grupos que se exercitaram até a exaustão no protocolo de ratos normais,

observamos uma tendência a monocitose (Figura 7B).

O exercício extenuante diminui o número de macrófagos peritoneais em ratos

e a magnitude deste efeito é positivamente correlacionada com a concentração de

corticosterona no soro (ORTEGA et al., 1992). Para entender a relevância fisiológica

dos glicocorticóides em mediar os efeitos do exercício sobre o número total de

macrófagos peritoneais, a resposta inata foi mensurada com diferentes

concentrações de corticosterona em ratos (FORNER et al., 1995). Parece existir

uma concentração fisiológica ótima na qual os glicocorticóides podem estimular

macrófagos, de acordo com a idéia de que baixas concentrações de glicocorticóides

podem realçar a imunidade ao invés de suprimí-la (SHARP, PARRY-BILLINGS,
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1992; ORTEGA, 1994; FORNER et al., 1995; BRENNER et al., 1998). A inibição da

função de monócitos e macrófagos requer que o fagócito mononuclear seja exposto

a uma dose de esteróides que saturem 50% ou maior quantidade de receptores de

glicocorticóides disponíveis por pelo menos 24 horas (ORTEGA, 2003). Talvez por

uma concentração “ótima” de corticosterona, possamos explicar o aumento do

número de macrófagos peritoneais do grupo exercitado por 15 minutos de

intensidade moderada (Figura 2A) e no grupo adaptado ao exercício exaustivo na

intensidade leve (Figura 9A1).

O exercício físico aumenta a concentração plasmática de muitas substâncias

como glicocorticóides, catecolaminas, prolactina, hormônios da tireóide e â-

endorfinas (BERNTON et al., 1991; KELLY, 1991). Todas essas substâncias podem

melhorar a capacidade fagocitária de macrófagos (ORTEGA, 2003). Em nosso

estudo, foi observado aumento na capacidade fagocitária somente nos grupos que

realizaram exercício de curta duração e intensidade leve (Figura 2B) e em todos os

grupos exercitados exaustivamente (Figura 9A2).

Vários estágios da fagocitose de macrófagos peritoneais têm sido

correlacionados com o aumento da concentração plasmática de corticosterona após

o exercício extenuante. Por exemplo, a concentração plasmática de corticosterona

foi positivamente correlacionada com aderência, quimiotaxia e fagocitose de

macrófagos peritoneais em porcos guínea jovens (ORTEGA et al., 1992a). Em

animais velhos, no entanto, a concentração plasmática de corticosterona foi

correlacionada somente com a fagocitose (ORTEGA et al., 1992b). Em macrófagos

de ratos jovens e velhos, a capacidade fagocitária aumentou imediatamente após a

natação até a fadiga, ambos com ou sem um período prévio de treinamento. Este
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aumento foi acompanhado por maior concentração plasmática de corticosterona

(ORTEGA et al., 1993b).

Há evidências da presença de receptores á e â adrenérgicos em macrófagos

(ABRASS et al., 1985; MADDEN et al., 1995). Um estudo in vitro com administração

de noradrenalina, mostrou aumento na capacidade fagocitária de macrófagos em

ratos adultos, após incubação com altas concentrações (de 10-5 M à 10-3 M), porém,

os macrófagos de ratos velhos foram estimulados com concentrações de 10-3 M

(STRAUB et al., 2000). Outros estudos têm mostrado estimulação da fagocitose

induzida por noradrenalina e um agonista â-adrenérgico (HARTMAN et al., 1987; ALI

et al., 1994; PETERMANN et al., 1996). O comportamento de macrófagos em

resposta à noradrenalina é diferente ao encontrado nos linfócitos, pois, altas

concentrações dessa substância podem ser modular positivamente sua

funcionalidade. A fagocitose é estimulada com altas concentrações de noradrenalina

e envolve receptores á e â adrenérgicos (JAVIERRE et al., 1975; SERIO et al., 1996;

GARCÍA et al., 2003).

Estudos mostram que a prolactina (PRL) estimula a capacidade fagocitária de

macrófagos. Foi encontrado em nadadores submetidos ao exercício físico até a

exaustão, um aumento na PRL plasmática em concentrações capazes de estimular

a quimiotaxia, fagocitose e atividade microbicida de fagócitos, confirmando assim,

seu papel de hormônio estimulador do sistema imunológico (ORTEGA et al., 1996a;

ORTEGA et al., 1996b; ORTEGA et al.,1997). Nesta linha, um estudo in vivo em

ratos evidenciou que a administração de prolactina estimulou a fagocitose e a

produção de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio em macrófagos (CHEN,

JOHNSON, 1993). No entanto, ao contrário da corticosterona, o efeito da prolactina

sobre a capacidade fagocitária é dose-dependente (ORTEGA et al., 1996a).
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Os hormônios da tireóide também podem modular a funcionalidade dos

macrófagos durante o exercício (COSTA-ROSA et al., 1991). Sabe-se que

macrófagos possuem receptores tireoideanos (LUO et al., 1989). O estresse

induzido pelo exercício aumenta a concentração plasmática de hormônios

tireoideanos e modulam in vitro a quimiotaxia e a fagocitose (FORNER et al., 1996;

ORTEGA et al., 1999). A relevância fisiológica deste fato é que este hormônio pode

contribuir com o movimento dos macrófagos aos sítios inflamatórios como já relatado

por outros hormônios do estresse, como a corticosterona (ORTEGA et al., 1997).

As endorfinas podem estar envolvidas na modulação induzida pelo exercício

em macrófagos. Foi demonstrado que a â-endorfina pode modular a função imune

(ORTEGA et al., 1997). Células do sistema imunológico não são capazes somente

de reagir a este hormônio, como também sintetizá-lo (FABRY et al., 1994). A â-

endorfina melhora a quimiotaxia, fagocitose e produção de ânion superóxido em

macrófagos e monócitos (VAN EPPS, SALAND, 1984; SHARP et al., 1985;

ICHINOSE et al., 1995). A concentração fisiológica encontrada de â-endorfina

durante o exercício que aumentou a quimiotaxia e fagocitose foi de (10-11 M – 10-10

M) (ORTEGA et al., 1996c; ORTEGA et al., 1997b).

O exercício agudo induz aumento no número de neutrófilos que retorna aos

valores normais após 24 horas de repouso (sem exercício) (HOST et al., 1995;

SHEPHARD, 1997; NIEMAN et al., 2005). O aumento no número de neutrófilos é

verificado durante e imediatamente após vários tipos de exercícios em diversas

intensidades e durações, sendo que este fato pode estar relacionado as alterações

na concentração plasmática de catecolaminas e à mobilização da medula óssea em

resposta à corticosterona elevada (McCARTHY, DALE, 1988; SHEPHARD, 1997).

Além disto, a magnitude da neutrofilia é dependente da intensidade e da duração do
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exercício (McCARTHY, DALE, 1988; SHEPHARD, 1997). As catecolaminas

modulam positiva e negativamente o número de neutrófilos (BRENNER et al., 1998).

O aumento das catecolaminas é dependente da intensidade, duração e adaptação

ao exercício, o que promove os efeitos agudos do exercício sobre neutrófilos.

Entretanto, a corticosterona pode ser responsável pela manutenção da neutrofilia

após o exercício de longa duração (PEDERSEN, BRUUNSGAARD, 1995; PEAKE,

2002).

Após a aplicação de glicogênio de ostra na cavidade peritoneal dos ratos,

essa substância desencadeia uma resposta inflamatória/infecciosa denominada

peritonite. Com isso, os neutrófilos circulantes são estimulados a migrar por

diapedese ao peritônio e a medula óssea faz a reposição dessas células na corrente

sanguínea (PERES, CURI, 2005). Porém, durante o exercício, esse processo pode

promover um efeito pirogênico, ocasionando bloqueamento enzimático e

deslocamento do limiar anaeróbio. Outro efeito proveniente da aplicação do

glicogênio de ostra é a neutrofilia, que pode ocorrer devido à desmarginação de

células que estão acopladas na parede do endotélio e está relacionada ao aumento

do fluxo sangüíneo, freqüência cardíaca, pressão arterial e vasodilatação

(MACKINNON, TOMASI, 1986; McCARTHY, DALE, 1988; BARRIGA et al., 1993;

BRENNER et al., 1998). Nossos resultados demonstraram que todos os grupos

exercitados na curta duração e que receberam tratamento com glicogênio de ostra

apresentaram neutrofilia (Figura 3B). Observamos também, neutrofilia nos grupos

que executaram uma sessão de exercício exaustivo e neutropenia dos grupos que

foram adaptados para esta sessão (Figura 8B).

Nos grupos de curta duração que receberam tratamento com glicogênio de

ostra antes do exercício, o número total de neutrófilos peritoneais diminuiu somente
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nos ratos que nadaram 15 minutos na intensidade leve (Figura 4A). Por outro lado,

observamos aumento no grupo 5 minutos em ambas intensidades e 15 minutos de

intensidade moderada (Figura 4A). Quanto aos ratos que realizaram exercício

exaustivo, observamos neutrofilia nos animais que executaram uma sessão de

exercício e neutropenia dos animais que foram adaptados para esta sessão (Figura

8B). Estes resultados podem estar relacionados com os hormônios

imunomoduladores liberados em condições de estresse, principalmente

catecolaminas e corticosterona (HOST et al., 1995; GARCIA et al., 1999; ORTEGA,

2003). Quanto a redução de neutrófilos peritoneais, podemos explicá-la, talvez, por

menor concentração plasmática de catecolaminas induzida pela adaptação ao

exercício. Quanto a neutrofilia, pode ser que a maior marginação de neutrófilos para

a cavidade peritoneal tenha ocorrido por intermédio da ação da noradrenalina, que

age proporcionalmente com a intensidade do exercício (WOODS et al., 1999).

Quanto à capacidade fagocitária, verificou-se nos grupos que realizaram

exercício de curta duração e que foram tratados com glicogênio de ostra, redução

em neutrófilos peritoneais nos primeiros minutos de exercício físico, provavelmente

pelo aumento da concentração plasmática de adrenalina (Figura 4B). Nos grupos

que realizaram exercício exaustivo, observamos redução no grupo que executou

uma sessão de exercício na intensidade moderada e aumento no grupo que foi

adaptado para esta sessão moderada, que pode ter ocorrido devido a menor

concentração plasmática de adrenalina e corticosterona (Figura 9B2).

Um estudo realizado com adultos jovens e sedentários, submetidos a 1 hora

de exercício realizado a 50% do VO2 máx, mostrou um aumento espontâneo da

mobilidade, quimiotaxia e fagocitose de neutrófilos com paralela redução da

concentração plasmática de cortisol (ORTEGA et al., 1993a) . Esta redução na
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concentração plasmática de cortisol tem sido notada em exercício com intensidade

abaixo de 60% do VO2 máx (CORNIL et al., 1965; BARRECA et al., 1988;

McCARTHY, DALE, 1988). Sugere-se que esta redução no cortisol após este tipo de

exercício moderado pode ser responsável por promover melhor capacidade

fagocitária em neutrófilos.

A adrenalina é um potente imunomodulador, encontrando-se aumentada no

exercício. Este hormônio é capaz de diminuir a capacidade fagocitária de neutrófilos

peritoneais in vitro (GARCIA et al., 1999). Por outro lado, a noradrenalina parece

estimular a funcionalidade de neutrófilos, pois, um estudo com ratos que sofreram

inibição simpática demonstrou redução na quimiotaxia e fagocitose em relação aos

ratos não operados (CARTER et al., 1992; NAGATOMI et al., 2000).

Vários estudos têm demonstrado aumento da capacidade fagocitária em

neutrófilos por até 24 horas após o exercício intenso ou exaustivo em indivíduos não

treinados (LEWICKI et al., 1987; RODRÍGUES et al., 1991; PEDERSEN,

BRUUNSGAARD, 1995; WYSOCKI et al., 1995). Resultados similares foram

encontrados com exercício moderado em pessoas sedentárias e treinadas

(ORTEGA et al., 1993a; BLANNIN et al., 1996; MARCHENA et al., 2002). Muitos

estudos em ciclistas treinados ou corredores de longa distância durante um período

de treinamento moderado não encontraram alterações ou encontraram reduções na

capacidade fagocitária em resposta ao exercício exaustivo (LEWICKI et al., 1987;

FABRY et al., 1994; HACK et al., 1994; BLANNIN et al., 1996).

Para analisar a viabilidade e a apoptose de neutrófilos circulantes nos grupos

tratados com glicogênio de ostra e que realizaram exercício de curta duração , foram

observadas: integridade da membrana celular, fragmentação do DNA e o potencial

transmembrânico mitocondrial. O percentual de células com fragmentação do DNA
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(Figura 5B) e de células com alteração no potencial transmembrânico mitocondrial

(Figura 5C) não apresentaram alterações nos grupos exercitados em relação ao

controle. Por outro lado, observamos um aumento da viabilidade de neutrófilos nos

grupos cinco minutos em ambas intensidades (Figura 5A). Este resultado evidencia

que embora a capacidade fagocitária esteja diminuída, a viabilidade foi aumentada.

Este fato pode estar relacionado com a forte descarga de adrenalina que ocorre no

início do exercício. Garcia et al. (1999) observaram redução da capacidade

fagocitária dessas células, devido este hormônio agir diretamente na enzima glicose-

6-fosfato-desidrogenase, assim, reduzindo a produção de NADPH e espécies

reativas de oxigênio (ROS). Foi observado por Lagranha et al. (2004) que exercícios

agudos com maior duração, 60 minutos em esteira, induziram apoptose em

neutrófilos peritoneais. Porém, em nosso protocolo, com exercício de natação com

curta duração, os parâmetros apoptóticos avaliados não foram alterados.

Recentemente, NEMET et al. (2005) relataram que a atenuação de fatores

anabólicos é acompanhada pelo aumento de mediadores e citocinas, que

normalmente estão associadas com estado catabólico, como TNF-α, IL-6 e IL-1β. Os

mesmos autores relatam que estas citocinas pró-inflamatórias estão aumentadas em

adultos e crianças após exercício físico, e este aumento está fortemente

correlacionado com o aumento de lactato. INGLOT et al. (1999) propuseram uma

correlação entre intensidades progressivas de exercício físico, metabolismo de

glicose, produção de TNF-á e fadiga. Neste estudo, o TNF-á foi tratado como uma

molécula pleiotrópica hipoglicemiante, que age como regulador do metabolismo

glicolítico após a exposição do organismo a um patógeno ou lesão. De maneira

mecanicista, isso pode ocorrer pelo desvio do fluxo de glicose do músculo para as

células do sistema imunológico, desencadeando assim, uma competição pelo
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substrato energético e fadiga durante o exercício físico. Observamos em nosso

estudo, redução na concentração sérica de TNF-á nos grupos 5 e 15 minutos de

intensidade moderada tratados com glicogênio de ostra (Figura 6). Então, podemos

supor que este protocolo não foi suficiente para o piruvato ser o aceptor final de

elétrons, o que reforça o pressuposto do exercício ter sido executado com

predomínio do metabolismo aeróbio. Com isso, a concentração sérica de TNF-α não

aumentou, por não existir microlesão ocasionada pelo acúmulo de íons H+

intramuscular, o que pode explicar a exaustão do grupo 15 minutos de intensidade

moderada tratado com glicogênio de ostra, talvez, por aumento da temperatura

corporal.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os efeitos do exercício físico de curta duração em diferentes tempos e

intensidades sobre o número e capacidade fagocitária de macrófagos peritoneais em

ratos sedentários foram principalmente a manutenção do número e o aumento da

capacidade fagocitária nos grupos exercitados na intensidade leve.

O exercício físico de curta duração nas intensidades leve e moderada

aumentou o número e a viabilidade de neutrófilos em ratos sedentários. No entanto,

a capacidade fagocitária diminuiu. Por outro lado, esses volumes e intensidades não

foram capazes de induzir alterações severas como apoptose.

No protocolo de ratos normais, o exercício físico exaustivo de longa duração

reduziu o número total de macrófagos peritoneais na sessão de intensidade leve,

porém, observamos aumento desta variável após 4 sessões de exercício. No

entanto, a capacidade fagocitária aumentou em todos os grupos exercitados. Quanto

ao protocolo de ratos que receberam tratamento com glicogênio de ostra antes do

exercício, o número total de neutrófilos diminuiu nos grupos de intensidade leve e

aumentou nos grupos de intensidade moderada. No entanto, a capacidade

fagocitária diminuiu no grupo que realizou uma sessão de exercício moderado e

aumentou no grupo adaptado para esta sessão.

Neste contexto, células fagocíticas da imunidade inata de ratos sedentários

respondem diferentemente ao estresse causado pelo exercício físico agudo,

provavelmente pela ação de forma diferenciada dos hormônios relacionados ao

estresse, agindo de maneira inversamente proporcional na adaptação ao exercício

físico, quanto às variáveis de número e capacidade fagocitária de neutrófilos e,

quanto aos macrófagos, aumentando somente a capacidade fagocitária em todos os

grupos exercitados.
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De maneira geral, no aspecto da prescrição do treinamento, exercícios físicos

devem ter seus efeitos devidamente esclarecidos, pois, a maioria da população é

sedentária atualmente e, dependendo do volume e/ou intensidade do protocolo, o

exercício pode afetar a competência do sistema imunológico. No entanto, faz-se

necessário mais estudos para elucidar a relevância clínica desses resultados.
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Influence of short duration acute exercise on the number, viability,
functionality and apoptosis of neutrophils in sedentary rats.

Abstract

It has been shown that long duration and high intensity exercise promote

changes on the immune system. On the other hand, these effects are less clear in

short duration exercise. The objective of this study was to determine alterations in the

number, viability, functionality and apoptosis of neutrophils in sedentary rats after

short duration acute exercise(swimming). It was used male Wistar rats divided in the

following groups(n=5 per group): a control group and four exercised groups at low

and moderate intensities during 5 and 15 minutes. It was observed(p 0.05)

peritoneal neutropenia in the low intensity for the 15-minute group (54x106±3,50);

peritoneal neutrocytosis for the 5-minute group at both

intensities(low=178,8x106±11,41 / moderate=73,2x106±3,07) and for the 15-minute

group at moderate intensity(127,6x106±5,14); reduction in the phagocytic capacity of

peritoneal neutrophils for the 5-minute groups at both intensities(low=78%±1,34 /

moderate=74,8%±3,02) and for the 15-minute group at moderate

intensity(63,6%±2,31); increasing of the percentile of viable circulating neutrophils

for the 5-minute groups at both intensities(low=96,39%±0,59 / moderate=94,21%±1)

and for the 15-minute group of low intensity(92,48%±0,38); no differences on

apoptotic parameters. In a general way, the prescription of short duration exercises

needs to have its effects properly clarified, because most of the people are sedentary

nowadays.

Key words: exercise; swimming; immune system; neutrophils; cytokines; TNF-á.
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Introduction

Neutrophils constituted of about 60% of the circulating leukocytes in adult

human beings and they are the first defense cells in severe inflammatory response,

eliminating the microorganisms through the liberation of reactive oxygen species,

proteases and enzymatic phagocytes.

The recruitment and activation of neutrophils have been reported in response

to the structural damages induced by exercise in skeletal muscles, since physical

activity elevates the total number of leukocytes in the blood in a relationship directly

proportional to the duration and the intensity of the exercise, especially to the

polymorphonuclear (1). Although the number increases after the exercise in direct

proportion to the duration and the intensity of exercise, functional alterations have

also been described (2). Immediately after exercise of moderate intensity (50-70%

VO2max.), the neutrophil phagocytic capacity increases and it can stay high for up to

24 hours (2).

Additionally, the liberation of intracellular granules, or degranulation, is

associated with the increased concentration of proteolytic enzymes (ex.: elastase) in

the plasma and antigens of surfaces (CD11b and CD16) in neutrophils (1). A study

observed in sexually immature and in mature male rats showed that physical

exercise promoted increased DNA fragmentation, condensation of the chromatin and

externalization of the phosphatidylserine in peritoneal neutrophils, which suggests an

increasing of the apoptosis of those cells induced by the exercise (3).

Other studies have reported reduced production of reactive oxygen species

immediately after exercise of moderate intensity (50-60% VO2max.) of short and long

duration, as well as of high intensity (80-100% VO2max.) until exhaustion (4; 5). This

fact has been denominated a “post-exercise refractory period” and suggested as
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representing the time that the neutrophils are potentially less responsive to microbial

challenges (6). However, other studies with 60-90 minutes of exercise of moderate

intensity (50-70% VO2máx.) were reported as increasing the production of reactive

oxygen species significantly (7; 8).

As the effects of the short duration acute exercise are unclear, the objective of

this study was to determine alterations of the number, viability, functionality and

apoptosis of neutrophils in sedentary rats submitted to acute exercise (swimming) at

low and moderate intensities.

Methods

Animals

Male rats of the Wistar lineage were used, 2 months old, with a medium weight

of 200g and they were obtained from the central breeding laboratory of the Methodist

University of Piracicaba. The animals received water and free feeding (ad libitum)

and were maintained in collective cages, in atmosphere with constant temperature of

23°C ± 2°C, and a light/darkness cycle of 12/12 hours in agreement with the

guidelines of American College of Sports Medicine.

Experimental Groups

The animals were divided into five groups (n=5 for group), these being: a

sedentary control group and four groups exercised for 5 and 15 minutes at low and

moderate intensities.

Physical Exercise

The physical exercise model chosen was swimming, accomplished in the tank

with the water temperature of 30°C ± 2°C in the afternoon period. Approximately 4

hours before the exercise, the animals received injection I.P. of 10 ml of a solution of
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type II oyster glycogen (2%) in PBS, with the intention of provoking the migration of

the circulating neutrophils to the peritoneal cavity (11). After this period, they were

submitted just once to the physical exercise (acute study), and the groups exercised

at low intensity didn't use additional loads. At the moderate intensity they used a load

of 5% of their body weight coupled on their backs, which corresponds to an intensity

below the point of inflection of the curve of the lactate threshold (9; 10). The

collection of the cells was accomplished immediately after the exercise.

Leukometry and Differential Leukogram

The count of total leukocytes was accomplished with Turkey liquid and

counting in a Neubauer Chamber. The differential leukocyte count was accomplished

in an optical microscope using blood smear, colored with May-Grünwald and Giemsa.

Total number and Peritoneal Neutrophil Phagocytic Capacity

The total count and phagocytic capacity of peritoneal neutrophils was

accomplished according to the methodology described by Curi et al. (1997) (11).

Viability and Apoptosis of Circulating Neutrophils

The fragmentation of DNA, externalization of phosphatidilserine and ionic flow

of the mitochondrial membrane were accomplished in a Flow Cytometer, according to

Cury-Boaventura et al. (2004) (12).

Serum Dosage of TNF-á

The serum dosage of TNF–á was found by the method of ELISA, according to

Cavaglieri et al. (2003) (13).

Statistical Analysis
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The statistical analysis was accomplished with the application of the ANOVA

test, followed by the Student-t test (p  0.05), always comparing the exercised groups

with the control group and, also, the exercised groups to each other with the same

volume, the results being expressed as the average ± standard error of the average.

Results

Leukometry and Differential Leukogram (Figure 1)

Leukometry. When the exercised groups of low and moderate intensities

were compared with the control group, it was observed a significant increasing in the

leukometry in all the exercised groups. In the comparison among groups, it was

found no statistical differences.

Differential Leukogram. When the exercised groups of low and moderate

intensities were compared with the control group, we observed a significant

increasing in the percentile of neutrophils in all the exercised groups. It was also

observed a signicant increase in the percentile of monocytes of the 5-minute group at

moderate intensity. In the comparison between groups, it was found an increase of

neutrophils of the 5-minute group at low intensity and no statistical differences for

monocytes.
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Figure 1. Leukometry (A) and Differential Leukogram with the percentile of circulating

neutrophils (B), lymphocytes (C) and monocytes (D). The results were expressed as

average of the number of leukocytes and percentile of cells ± standard error of the

average * p  0.05, when compared with the group control; # p  0.05 when the

comparison is made among the groups. C = sedentary controls; 5L = 5 minutes of

vigorous exercise at low intensity; 15L = 15 minutes of vigorous exercise at light

intensity; 5M = 5 minutes of vigorous exercise at moderate intensity; 15M = 15

minutes of vigorous exercise at low intensity.

C 5L 15L 5M 15M
0

10

20

30

40

50

60
C

## **
**

%
ly

m
ph

oc
yt

es

time/intensity of physical exercise C 5L 15L 5M 15M
0

1

2

3

4

5
D

*

%
m

on
oc

yt
es

time/intensity of physical exercise

C 5L 15L 5M 15M
0

10

20

30

40

50

60B
## **

**

%
ne

ut
ro

ph
ils

time/intensity of physical exercise

C 5L 15L 5M 15M
0

1

2

3

4

5

6

7

8

A
*

*
*

*

le
uk

oc
yt

e
nu

m
be

rs
x

10
6

time/intensity of physical exercise

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


Total number and Peritoneal Neutrophil Phagocytic Capacity (Figure 2)

Total number of peritoneal neutrophils. When the exercised groups of low

and moderate intensities were compared with the control group, we observed a

significant reduction in the total number of peritoneal neutrophils in the 15-minute

group at low intensity. On the other hand, we noticed a significant increasing of that

in the 5-minute group in both intensities and 15-minute group at the moderate

intensity. In the comparison among groups, we noticed an increasing of that in the 5-

minute group at low intensity, and in the 15-minute group at moderate intensity

(Figure 2).

Phagocytic capacity of peritoneal neutrophils. When the exercised groups

of low and moderate intensities were compared with the control group, we observed

a significant reduction in the phagocytic capacity of peritoneal neutrophils in the 5-

minute groups at both intensities and in the 15-minute group at the moderate

intensity. In the comparison among groups, we found no statistical differences

(Figure 2).
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Figure 2. Total number (A) and Peritoneal Neutrophil Phagocytic Capacity (B). The

results were expressed as average of the total number of neutrophils and percentile

of phagocitosis ± standard error of the average * p  0.05, when compared with the

group control; # p  0.05 when the comparison is made among the groups. C =

sedentary controls; 5L = 5 minutes of vigorous exercise at low intensity; 15L = 15

minutes of vigorous exercise at light intensity; 5M = 5 minutes of vigorous exercise at

moderate intensity; 15M = 15 minutes of vigorous exercise at low intensity.

Viability and Apoptosis of Circulating Neutrophils (Figure 3)

Viability. When the exercised groups of low and moderate intensities were

compared with the control group, we observed a significant increasing in the viability

of circulating neutrophils in the 5-minute groups at both intensities and in the 15-

minute group of the low intensity. In the comparison among groups, we did not notice

statistically significant differences (Figure 4).

DNA Fragmentation. When the exercised groups of low and moderate

intensities were compared with the control group and between groups, we did not

observe statistically significant differences in the DNA fragmentation of circulating

neutrophils in any of the groups (Figure 4).

Mitochondrial Transmembrane Potential. When the exercised groups of low

and moderate intensities were compared with the control group and between groups,

we observed no statistically significant differences in the percentile of rhodamine of

the circulating neutrophils in any of the groups (Figure 4).
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Figure 3. Viability (A), DNA Fragmentation (B) and Mitochondrial Transmembrane

Potential (C) of Circulating Neutrophils. The results were expressed as average of

the percentile of viable cells, cells with DNA fragmentation and cells with rhodamine

reception ± standard error of the average * p  0.05, when compared with the control

group; # p  0.05 when the comparison is made among the groups. C = sedentary

controls; 5L = 5 minutes of vigorous exercise at low intensity; 15L = 15 minutes of

vigorous exercise at light intensity; 5M = 5 minutes of vigorous exercise at moderate

intensity; 15M = 15 minutes of vigorous exercise at low intensity.

Serum concentration of TNF-á (Figure 4)

When the exercised groups of low and moderate intensities were compared

with the control group, we observed a significant decreasing in the serum

concentration of TNF-á in the 5 and 15-minute groups at moderate intensity. We also

observed a significant reduction in the 15-minute group at moderate intensity when

we compared with low intensity group (Figura 4).
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Figure 4. Serum concentration of TNF-á. The results were expressed as average of

serum concentration of TNF-á ± standard error of the average * p  0.05, when

compared with the control group; # p  0.05 when the comparison is made among

the groups. C = sedentary controls; 5L = 5 minutes of vigorous exercise at low

intensity; 15L = 15 minutes of vigorous exercise at light intensity; 5M = 5 minutes of

vigorous exercise at moderate intensity; 15M = 15 minutes of vigorous exercise at

low intensity.

Discussion

The effect of leukocytosis is well reported immediately after exercise (1). Acute

exercise induces to an increasing in the number of neutrophils that returns to the

normal values after 24 hours of resting (without exercise) (14; 15; 16). The increasing

in the number of neutrophils was observed during and immediately after several

types of exercises in several intensities and durations, and this fact can be related to

the alterations in the catecholamine concentration and to the mobilization of the bone

marrow in response to the high cortisol (15). Besides, the magnitude of the

neutrophilia is dependent on the intensity and on the duration of the exercise (15).

Our results demonstrated that all the exercised groups presented leukocytosis

accompanied by an increasing of neutrophils (Figure 1).
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The total number of peritoneal neutrophils decreased in the 15-minute group

at low intensity (Figure 2). On the other hand, we observed an increasing in the 5-

minute groups at both intensities and in the 15-minute group at the moderate

intensity (Figure 2). These results can be related to marginal pool redistribution of the

immune cells mediated by immunomodulator hormones liberated in stress conditions,

mainly catecholamines and glucocorticoids (17; 14; 18).

Adrenaline is a potent immunomodulator, increased in the first minute of

exercise. This hormone is capable of reducing the phagocytic capacity of peritoneal

neutrophils in vitro (17). In this study the decreasing of the phagocytic capacity of

peritoneal neutrophils was also observed in the 5 and 15-minute groups at moderate

intensity (Figure 2).

To analyze the viability and the apoptosis of circulating neutrophils, the

fragmentation of DNA, and the ionic flow of the mitochondrial membrane were

observed. The percentile of cells with DNA fragmentation (Figure 3 B) and cells with

alteration in the mitochondrial transmembrane potential (Figure 3 C) didn't show

alterations in the exercised groups in relation to the control group. On the other hand,

we observed an increasing of neutrophil viability in the 5-minute groups at both

intensities (Figure 3 A). This result evidences that although the phagocytic capacity

was decreased, the viability was increased. This fact can be related to strong

adrenaline discharge that happens at the beginning of the exercise. In this way, a

study observed a decreasing of the phagocytic capacity of those cells, due to this

hormone acting directly in the enzyme glucose-6-phosphate-desidrogenase, thus

reducing the production of NADPH and reactive oxygen species (ROS) (17). It was

observed in another study that vigorous exercise with larger duration, 60 minutes on

a conveyor, induced apoptosis in peritoneal neutrophils. However, in our protocol,
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with swimming exercise of short duration, the apoptotic parameters appraised were

not altered (3).

Recently, it was reported that the attenuation of anabolic factors is

accompanied by the increasing of mediators and cytokines, that are usually

associated with the catabolic state, like TNF-á, IL-6 and IL-1â (19). The same

authors reported that these pro-inflammatory cytokines were increased in adults and

children after physical exercise, and this increasing was strongly correlated to the

lactate increasing (20). However, the same research group observed in healthy girls

(14 and 16 years old) after one section of water polo, with duration of 1.5 hour, a

decreasing of TNF-α levels after the exercise (around 3.8%) (20). On the other hand,

another study didn’t observe any changes of theses cytokines (21). It has been

proposed a correlation between progressive intensities of physical exercise and

production of TNF-á (22). We observed, in our protocol, a decreasing in the serum

concentration of TNF-á after 5 and 15-minute groups of moderate exercise (Figure

4). Thus, we can suppose that since after short duration acute exercise can induce

alterations in some pro-inflammatory cytokines that could promote alteration of

muscular and immune system metabolisms (23; 24; 25).

Conclusions

In a general way, the short duration acute exercise at low and moderate

intensities increases the number and viability of neutrophils in sedentary rats.

However, the phagocytic capacity was reduced. On the other hand, this volume and

intensity were not capable of inducing more severe alterations such as apoptosis.

Therefore, the prescription of short duration exercises needs to have its effects

properly clarified, because most of the people are sedentary nowadays.
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RESUMO

Contextualização: A Fisioterapia é uma área de conhecimento que apresenta

o exercício físico como um de seus diversos recursos terapêuticos. O exercício de

longa duração e alta intensidade promove alterações no sistema imunológico. No

entanto, esses efeitos são menos claros no exercício físico de curta duração.

Objetivo: O propósito desse estudo foi analisar os efeitos do exercício físico

de natação de curta duração em diferentes tempos e intensidades sobre leucócitos

totais, número e capacidade fagocitária de macrófagos peritoneais em ratos

sedentários.

Método: Foram utilizados ratos Wistar (n=30, n=6 por grupo), divididos em

grupo controle sedentário (C); grupos exercitados 5 minutos na intensidade leve ou

moderada (5L e 5M, respectivamente); grupos exercitados 15 minutos na

intensidade leve ou moderada (15L e 15M, respectivamente). Os animais foram

submetidos ao exercício físico apenas uma vez. Foram analisados: contagem total

de leucócitos, monócitos circulantes, número e capacidade fagocitária de

macrófagos teciduais. Foram utilizados os testes ANOVA e Tukey com p 0.05.

Resultados: Foi observado aumento nos leucócitos totais nos animais dos

grupos exercitados; aumento do número de macrófagos peritoneais nos animais que

executaram 15 minutos de exercício moderado e da capacidade fagocitária dos

animais que executaram 5 e 15 minutos de exercício leve (p 0.05).

Conclusões: Esses dados sugerem que o exercício físico de curta duração

promove um aumento na capacidade fagocitária, fato este de extrema importância

do ponto de vista preventivo e terapêutico, no que se refere à intervenção numa
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população sedentária bem como naqueles envolvidos na reabilitação e no esporte,

respectivamente.

INTRODUÇÃO

A fisioterapia é uma área de atuação que em sua prática diária utiliza o

exercício físico como ferramenta importante de intervenção tanto do ponto de vista

preventivo quanto terapêutico. Assim, para alguns profissionais da área da saúde,

em destaque o fisioterapeuta, o professor de educação física e o médico do esporte,

aspectos envolvendo o exercício físico se fazem necessários para serem

investigados como objeto de estudo, particularmente, os relacionados ao sistema

imunológico considerando a importância deste frente às respostas ao exercício.

Assim, intensidade, duração e freqüência do exercício exercem papel chave

na determinação das respostas imunes a um esforço, podendo aumentar ou reduzir

a função imune 1-4. Essas respostas são altamente dependentes da habilidade dos

leucócitos em migrarem do sangue para os tecidos periféricos em locais de

inflamação. A migração, rolamento, ativação e forte adesão dos leucócitos

compreendem o clássico paradigma do recrutamento inflamatório celular 5.

O exercício tem sido relacionado com benefícios a saúde. De fato, existem

evidências mostrando que isto pode ser realmente verdade, porém, o volume e a

intensidade são fatores críticos 2-5. Enquanto o exercício moderado regular é muito

comumente associado com a redução da susceptibilidade a infecções, o exercício

exaustivo tem sido associado com sintomas de imunossupressão transitória, com

aumento da susceptibilidade a infecções 2-10.
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Neste contexto, o estresse induzido pelo exercício pode estimular a

capacidade fagocitária de macrófagos e neutrófilos 11,12. A estimulação geral da

fagocitose e outros mecanismos durante o exercício físico podem contrabalançar a

redução da atividade linfóide, prevenindo a entrada e sobrevivência de

microrganismos em situações onde as respostas específicas são deprimidas 13. Em

alguns casos, este comportamento é também mediado pelas catecolaminas e

glicocorticóides, ambos imunosupressivos em linfócitos 14, 15. O papel mediador dos

glicocorticóides pode também diferir nas funções não específicas dos macrófagos,

como a quimiotaxia e a fagocitose, assim como também, aquelas mais específicas

como apresentação de antígenos 16, 17. Outros hormônios como os da tireóide,

prolactina, do crescimento (GH) e endorfinas contribuem em geral nos efeitos do

estresse ao exercício sobre a fagocitose 22, 23. Neutrófilos e monócitos podem ainda

ser estimulados por catecolaminas ou sinais simpáticos 18-20.

Baseados nesses conceitos, o objetivo desse estudo foi analisar os efeitos do

exercício físico de curta duração em diferentes tempos e intensidades sobre

leucócitos, número e capacidade fagocitária de macrófagos peritoneais em ratos

sedentários.

METODOLOGIA

Animais: Todo o experimento foi conduzido de acordo com a política para

pesquisas com animais de experimentação do American College of Sports Medicine.

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, albinus,

Rodentia, Mamalia), com dois meses de idade, obtidos do biotério Central da

Universidade Metodista de Piracicaba. Os animais receberam água e alimentação 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 seis horas, e mantidos
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em gaiolas coletivas (três animais por gaiola). Antes de iniciar o período

experimental, os animais permaneceram por 48 horas em adaptação às condições

do biotério de pesquisa.

Grupos Experimentais: Os animais foram divididos em cinco grupos (n=6

por grupo), sendo estes: (1) grupo controle sedentário (C); (2) grupo exercitado 5

minutos na intensidade leve (5L); (3) grupo exercitado 15 minutos na intensidade

leve (15L); (4) grupo exercitado 5 minutos na intensidade moderada (5M) e (5) grupo

exercitado 15 minutos na intensidade moderada (15M).

Protocolo experimental: O exercício físico utilizado foi à natação, sendo

realizada em um tanque com a temperatura de 32°C. Para realização do exercício na

intensidade moderada, cargas adicionais com 5% do peso corporal dos animais foram

acopladas em suas regiões dorsais, o que corresponde a uma intensidade abaixo do

limiar anaeróbio 24, 25, sendo que no exercício de intensidade leve não se fez uso de

cargas adicionais. Os animais dos grupos experimentais foram submetidos

separadamente ao exercício físico e sacrificados de 3 a 4 minutos após o final das

sessões de exercício, para análise das variáveis sanguíneas e teciduais, as quais

foram realizadas no mesmo período do dia (entre 14 e 17 horas). Vale destacar que

os animais de todos os grupos, incluindo o grupo controle, foram submetidos à

mesma influência do ritmo circadiano hormonal, visando com isso minimizar possíveis

alterações fisiológicas decorrentes de coletas realizadas em momentos diferentes do

dia.

Leucócitos totais: Após o sacrifício dos animais, o sangue foi colhido em tubo

de vidro que continha EDTA (100 µl para 3,5 ml de sangue); Uma alíquota de 10 µL

do sangue foi retirada, colocada em um tubo de plástico e acrescentado 190 µL do

corante TURKEY (Sigma, St. Louis, MO, USA). Com pipeta o tubo foi homogeneizado
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e a câmara de Neubauer foi preenchida, sendo realizada à contagem total dos

leucócitos no microscópio. Os resultados foram expressos x 106, seguindo as

descrições de Dornfest et al. 26.

Contagem de monócitos: O sangue foi colhido em tubo de vidro que continha

EDTA. Foi realizado o esfregaço, a lâmina foi seca a temperatura ambiente (2 a 3

minutos) sendo feita a coloração (3ml MAY GRUNWALD e GIEMSA (corantes)

(Sigma, St. Louis, MO, USA); após a secagem a leitura foi procedida no aparelho

LEUCOTRON TP. Esta metodologia foi realizada acompanhando as especificações

propostas por Dornfest et al. 26.

Macrófagos peritoneais: Os macrófagos residentes foram obtidos da

cavidade intraperitoneal, após uma lavagem com 6mL de PBS com pH de 7.2,

conforme descrito por Pithon-Curi et al. 27.

Capacidade fagocitária de macrófagos peritoneais: Macrófagos foram

incubados com 10mL de PBS contendo zymosan (35mg do extrato em 100mL de

PBS, Cat. No. Z-7250, Sigma, St. Louis, MO USA) por 30 minutos a 37oC. O

processo foi interrompido, colocando-se as placas no gelo por 10 minutos. A

porcentagem da fagocitose foi determinada por contagem em câmara de Neubauer,

pelo número de células que fagocitaram três ou mais partículas de zymosan de

açodo com as descrições metodológicas de Pithon-Curi et al. 27.

Análise Estatística: Todos os dados foram expressos como média ± Erro

Padrão da Média (EPM). A análise estatística foi realizada inicialmente pelo teste de

normalidade Kolmorogorov-Smirnov e pelo teste de homocedasticidade (critério de

Bartlett). Para as variáveis analisadas, que apresentaram distribuição normal e

homocedasticidade, foi utilizado a ANOVA e teste F sendo que, quando a diferença

apresentada era significante, aplicou-se o teste de TUKEY para as comparações

PDF Creator - PDF4Free v2.0                                                    http://www.pdf4free.com

http://www.pdfpdf.com/0.htm


múltiplas. Em todos os cálculos foi fixado um nível crítico de 5% (p 0,05). O software

utilizado em todos os testes estatísticos foi o Statistica® 6.1.

RESULTADOS

Leucócitos totais e número de monócitos.

Quando realizada a comparação dos grupos exercitados em curta duração

nas intensidades leve e moderada com o grupo controle, foi possível observar um

aumento significativo nos leucócitos totais em todos os grupos exercitados, sendo

estes aumentos de 111%, 130,6%, 204,85% e 181,8% para os grupos 5L, 15L, 5M e

15M (p=0,0028, p=0,0004, p=0,00001 e p=0,00002), respectivamente. Na

comparação entre grupos exercitados, foi constatada leucocitose estatisticamente

significante no grupo que se exercitou por cinco minutos na intensidade moderada

em relação ao grupo cinco minutos na intensidade leve, sendo este valor 44,53%

maior (p = 0,0244) (Figura 1A).

Na contagem de monócitos, foi observado aumento de 68,42% e 84,21% nos

grupos 5L e 15L (p=0,0008 e p=0,0001), respectivamente em relação ao controle.

Na comparação entre os grupos experimentais, foi observado redução de 52,38% no

percentual de monócitos circulantes no grupo 5M em relação ao grupo 5L

(p=0,0052), bem como, no grupo 15 minutos exercitado na intensidade moderada, o

qual apresentou menor percentual de monócitos em relação ao grupo que utilizou a

intensidade leve (169,23%, p=0,00008) (Figura 1B).

Número Total e Capacidade Fagocitária de Macrófagos:

Foi observado aumento significativo de 32,68% no número total de

macrófagos peritoneais no grupo 15M em relação ao controle (p=0,0012). Na

comparação entre os grupos exercitados, foi observada redução estatisticamente
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significante nos macrófagos teciduais somente no grupo cinco minutos moderado em

relação a cinco minutos leve (34%, p=0,0021) (Figura 2A). Na capacidade

fagocitária, foi observado aumento significativo de 7% e 11,26% nos grupos 5L e

15L (p=0,0017 e p=0,00001), respectivamente, quando comparados com o controle.

Na comparação entre grupos, foi constatada capacidade fagocitária 6,4% menor no

grupo cinco minutos moderado em relação ao grupo que se exercitou na mesma

duração em intensidade leve (p=0,0032) (Figura 2B).

DISCUSSÃO

A leucocitose ocorre em resposta ao estresse físico agudo, assim como em

exercícios físicos intensos e de curta duração, sendo um fenômeno bem

documentado na literatura 29. Os efeitos deste tipo de exercício físico sobre o

aumento no número de leucócitos circulantes são mediados, pelo menos em parte,

pela ativação do sistema nervoso simpático 30 e aumento agudo da concentração

plasmática de catecolaminas durante o exercício 32. A leucocitose pode aumentar

linearmente de acordo com a elevação da intensidade do exercício, que poderá

também promover maior resposta das catecolaminas 29-32.

Esta leucocitose induzida pelo exercício físico foi encontrada em nosso

trabalho, por meio dos aumentos significantes detectados no número de leucócitos

totais circulantes em todos os grupos exercitados quando comparado ao grupo

controle não exercitado. Corroborando com os autores apresentados 29-32, os grupos

5 e 15 minutos que utilizaram intensidade maior (moderada), apresentaram

leucocitose percentualmente maior em relação aos grupos de intensidade leve.

Os monócitos são precursores dos macrófagos na circulação e estes podem

ser encontrados livres ou marginados 33. Em resposta ao exercício agudo, o número

de monócitos aumenta como resultado da desmarginação mediada por
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catecolaminas 10,18. Neste estudo, o percentual de monócitos aumentou somente

nos grupos exercitados na intensidade leve.

O exercício extenuante diminui o número de macrófagos peritoneais em ratos

e a magnitude deste efeito é positivamente correlacionada com a concentração de

corticosterona plasmática 11. Para entender a relevância fisiológica dos

glicocorticóides em mediar os efeitos do exercício sobre o número total de

macrófagos peritoneais, a resposta com diferentes concentrações de corticosterona

foi mensurada em ratos 34. Parece existir uma concentração fisiológica na qual os

glicocorticóides podem estimular macrófagos, de acordo com a idéia de que baixas

concentrações de glicocorticóides podem realçar a imunidade ao invés de suprimi-la

8, 13, 30, 34. A inibição da função de monócitos e macrófagos requer que o fagócito

mononuclear seja exposto a uma saturação de 50% ou maior dos receptores de

glicocorticóides disponíveis por pelo menos 24 horas 1.

Nesse estudo encontrou-se aumento na quantidade de macrófagos

peritoneais no grupo que realizou o exercício durante 15 minutos em intensidade

moderada, quando comparado ao grupo controle, conforme encontrado por Ortega 1.

Além disso, foi encontrada maior capacidade fagocitária nos grupos exercitados

cinco e quinze minutos em intensidade leve, conforme encontrado por outros autores

11, 13, 18. O exercício pode modular o número e a função das células do sistema

imune inato, neste caso aumentando a capacidade fagocitária de macrófagos

peritoniais no exercício de curta duração e intensidade leve. O aumento na

concentração plasmática de glicocorticóides, catecolaminas, prolactina, hormônios

da tireóide e â-endorfinas podem aumentar a capacidade fagocitária de macrófagos,

sendo que, estas substâncias podem ser estimuladas pelo exercício físico 1. Neste

sentido, Ortega et al. 21 ao avaliarem ciclistas durante todo período competitivo
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observaram um aumento na capacidade fagocitária em relação aos valores basais.

Adicionalmente, o aumento da capacidade fagocitária em ciclistas mostrou forte

correlação com as concentrações plasmáticas de catecolaminas. Estes dois

parâmetros em conjunto são considerados bons indicadores da função imunológica,

não apenas em atletas, como também na população em geral. Corroborando com

estes resultados, foi encontrado que atletas de basquetebol possuem maior

capacidade fagocitária do que indivíduos sedentários 35. Desta forma, a intensidade

do exercício físico se mostra um fator determinante da função imunológica, sendo

esta resposta diferente dependendo da população envolvida.

Embora não tenha aumentado o número total de macrófagos peritoneais, o

exercício físico de curta duração na intensidade leve aumentou a capacidade

fagocitária dessas células. Possivelmente, os efeitos de outras sessões de curta

duração podem auxiliar no aumento da proteção imunológica do organismo, não

como adaptação crônica, mas como efeitos agudos somados, visto que, a

capacidade fagocitária de macrófagos constitui um passo importante na primeira

linha de defesa imune contra agentes infecciosos.

Nesse contexto, no presente estudo foi evidenciado que a intensidade leve se

mostrou mais eficiente em aumentar a capacidade fagocitária de macrófagos

peritoneais em relação à intensidade moderada, como também verificado por Ortega

et al. 36, diferentemente do que pode ser encontrado em atletas 21, 35. Este resultado

é interessante, pois pode ser utilizado como parâmetro na aplicação do exercício

físico para indivíduos sedentários e/ou portadores de patologias limitantes, fato este

de extrema importância para fisioterapia.
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CONCLUSÕES

O exercício agudo de curta duração, na intensidade leve e moderada induziu

a leucocitose, sendo que esta foi mais elevada de acordo com o aumento na

intensidade do exercício. Este tipo de exercício físico contribuiu principalmente para

manutenção do número e o aumento da capacidade fagocitária de macrófagos

teciduais nos grupos exercitados na intensidade leve, em ratos sedentários.

Portanto, esse estudo evidencia o efeito agudo do exercício sobre o sistema

imunológico, fato este que fornece respaldo científico para aqueles profissionais

envolvidos na atividade física, dentre eles o fisioterapeuta, o professor de educação

física e o médico do esporte.
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PERITONEAL MACROPHAGES PHAGOCYTIC CAPACITY AFTER SHORT

DURATION EXERCISE IN SEDENTARY RATS

Background: Physical therapy is a knowledge area that presents physical

exercise as one of the variety therapeutic resources. Long duration and high intensity

exercise promote alterations on immune system. However, these effects are less

clear in short duration exercise.

Objective: The aim of this study was analyze the effects of short duration

swimming exercise in different durations and intensities on total leukocytes,

peritoneal macrophages number and phagocytic capacity in sedentary rats.

Method: Wistar rats were used (n=30, n=6 each group), divided in sedentary

control group (C); groups exercised for 5 minutes in low or moderate intensity (5L e

5M, respectively); groups exercised for 15 minutes in low or moderate intensity (15L

e 15M, respectively). The animals were submitted to physical exercise only one time.

Leukocytes total count, circulating monocytes, tissue macrophages number and

phagocytic capacity were analyzed. ANOVA and Tukey tests were used with p 0.05.

Results: It was observed increase in total leukocytes in exercised groups;

increase in peritoneal macrophages count in animals that performed 15 minutes of

moderate exercise and increase in phagocytic capacity for 5 and 15 minutes low

intensity groups (p 0.05). Short duration physical exercise performed in low intensity

increased phagocytic capacity in tissue macrophages.

Conclusions: These results suggest that short duration exercise promotes

increase in phagocytic capacity, this is a very important fact in therapeutic and

preventive point of view, referring to intervention in a sedentary population as well as

for hose involved in rehabilitation and sport, respectively.
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Key words: physical exercise; immune system; macrophages; phagocytic capacity;

physical therapy.
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Figura 2
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: Leucócitos totais (A) e percentual de monócitos circulantes (B). Os

resultados são expressos pela média ± erro padrão da média. *quando comparado

com o grupo controle; # quando feita a comparação entre os grupos da mesma

duração, porém com intensidades diferentes. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos

de exercício agudo de intensidade leve; 15L = 15 minutos de exercício agudo de

intensidade leve; 5M= 5 minutos de exercício agudo de intensidade moderada; 15M=

15 minutos de exercício agudo de intensidade moderado.

Figura 2: Número total de macrófagos peritoneais (A) e Capacidade fagocitária de

macrófagos peritoneais (B). Os resultados são expressos pela média do número de

leucócitos e percentual de células ± erro padrão da média. *quando comparado com

o grupo controle; # quando feita a comparação entre os grupos da mesma duração,

porém com intensidades diferentes. C= controle sedentário; 5L= 5 minutos de

exercício agudo de intensidade leve; 15L = 15 minutos de exercício agudo de

intensidade leve; 5M= 5 minutos de exercício agudo de intensidade moderada; 15M=

15 minutos de exercício agudo de intensidade moderado.
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Figure 1

Figure 2
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FIGURE LEGEND

Figure 1: Total leukocytes (A) and circulating monocytes percentage (B). The results

were expressed by average ± standard average error. *as compared to control group;

# comparison beteween same duration, but different intensities groups. C= sedentary

control; 5L= 5 minutes of acute low intensity exercise; 15L = 15 minutes of acute low

intensity exercise; 5M= 5 minutes of acute moderate intensity exercise; 15M= 15

minutes of acute moderate intensity exercise.

Figure 2: Total peritoneal macrophages count (A) and peritoneal macrophages

phagocytic capacity (B). The results were expressed by average ± standard average

error. *as compared to control group; # comparison between same duration, but

different intensities groups. C= sedentary control; 5L= 5 minutes of acute low

intensity exercise; 15L = 15 minutes of acute low intensity exercise; 5M= 5 minutes of

acute moderate intensity exercise; 15M= 15 minutes of acute moderate intensity

exercise.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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