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RESUMO

AGUIAR, R. S. D. O exercicio fisico eleva a funcigocitica de neutréfilos em ratos
Wistar. 2008. Mestrado em Educacdo Fisica. Unigads® Catolica de Brasilia. Brasilia,
2008.

N&o € recente a idéia que existe uma relacédo esteéeitos do exercicio fisico e as respostas
imunitarias, as quais parecem ser mediadas poagdes nos sistemas nervoso, hormonal e
imunitario. Entretanto, existem duvidas sobre arisidade do exercicio fisico e a melhora da
resposta imunitaria. Assim, o objetivo desta pesqfioi investigar os efeitos do exercicio
fisico sobre as fungbes de fagocitos circulantes em k&fiesar utilizando-se delineamento
experimental com pds-teste. Os animais foram dlesliem dois grupos: um grupo controle
(n = 8) e outro submetido a uma Unica sessao dueilddtos de natacdo e 0% de carga (n =
8). Os resultados revelaram que o exercicio fisiob suficiente para estimular
significativamente tanto as fun¢bes fagociticas=(B,005) quanto as microbicidas (P =
0,005) de neutrofilos. Por outro lado, ndo foransembadas diferencas significativas nas
atividades funcionais dos mondcitos e na contagetrabe diferencial dos leucdcitos entre
0s grupos. Portanto, sugere-se que o0 exercicao figmide ser uma importante estratégia nao-
medicamentosa capaz de estimular o sistema imianitdato, particularmente no que
concerne a atividade funcional de neutréfilos. @atestudos devem ser conduzidos para
investigar o efeito de diferentes intensidadesxagoécio fisico sobre as fungbes fagociticas

e microbicidas dos fagocitos em ratos Wistar.

Palavras-chave:Exercicio fisico, mondcitos e neutroéfilos, respastunitéria.



ABSTRACT

AGUIAR, R. S. D. Physical exercises enhance phagoéynction of neutrophils in Wistar
rats. 2008. Physical Education MSc. Universidad®liZa de Brasilia. Brasilia, 2008.

The relationship between the effects of physicareises and the immune system responses,
which seem to be mediated by alterations in theaey, hormone, and immune systems, is
not new. Nevertheless, doubts about the intensithephysical exercises and enhancement
of the immune system responses still remain. Tthesgoal of the present research was to
investigate the effects of physical exercises @nftimctions of the circulating phagocytes in
Wistar rats using experimental design with post-t&se animals were divided into two
groups: a control group (n = 8) and another onendidd to only one swimming session of
30 minutes and 0% load (n = 8). The results shawatlthe physical exercise was enough to
significantly stimulate both the phagocytic (P ©%), and microbicidal functions (P = 0,05)
of neutrophils. On the other hand, no significaiffedences of monocyte functional activity
and total and differential count of leucocytes leswthe groups were observed. Therefore, it
is possible to suggest that physical exercisesbeaan important non-drug strategy capable
to stimulate the innate immune system, particuladyto functional activity of neutrophils.
Other studies should be performed to investigate dffects of different intensities of

physical exercises on phagocytic and microbicidatfions of phagocytes in Wistar rats.

Key words: Physical exercise, monocytes and neutrophils, imeraystem responses.
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1- INTRODUCAO.

Estudos sobre a influencia do exercicio fisico na imunidade € de grande
interesse para todos. O exercicio fisico € um meio muito eficaz, ndo farmacologico,
capaz de melhorar a atuacdo do sistema imunitario sobre doencas infecciosas. O
acometimento de doencas leva o0 organismo a uma supressdo do sistema
imunitario que acarreta em morbidade e mortalidade, gerado pelo aumento do

quadro infeccioso, doencas auto-imunes e até mesmo o cancer.

O exercicio fisico provoca alteracbes nas funcdes das células do sistema
imunitario (Costa Rosa, 2002). Exercicios aerobios exercem funcoes
imunomoduladoras na resposta imunitaria e pode até recuperar algumas de suas
funcBes comprometidas (Leandro et al, 2002). Como células que atuam na primeira
linha de defesa imunitaria do organismo os monaocitos e os neutréfilos sdo células
fagocitarias importantes. Possiveis meios de melhoria da acdo e funcionamento
dessas células poderdo se tornar estratégias eficientes no auxilio do combate a

doencas.

Mesmo diante de alguns estudos relatando a relacdo do exercicio
fisico com a imunidade celular ainda existem algumas lacunas. O exercicio pode
auto-regular a expressdo de certas moléculas de adesdo contribuindo para a

marginacao celular (Kurokawa et al, 1995; Nielsen, Lyberg 2004).
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2- OBJETIVO GERAL.

Investigar o efeito da intensidade de exercicios fisicos sobre a atividade

imunitaria celular em modelo animal.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar o efeito da intensidade de exercicios fisicos sobre o nimero de

leucdcitos total diferencial em ratos wistar.

2. Investigar o efeito da intensidade de exercicios fisicos sobre a atividade

fagocitica de mondécitos e neutréfilos em ratos Wistar.

3. Investigar o efeito da intensidade de exercicios fisicos sobre a atividade

microbicida em mondcitos e neutréfilos.
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2.2- HIPOTESES
1. O Exercicio fisico realizado com intensidade leve melhora a atividade
fagocitica de mondécitos e neutréfilos em ratos Wistar.

2. Exercicio fisico aumenta a atividade microbicida em mondécitos e

neutréfilos em ratos wistar.
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4- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Resultados de trabalhos sugerem que exercicios fisicos alteram a atividade
imunitaria (Pedersen e Hoffmannn-goetz, 2000), havendo, por exemplo, a freqtiente
ocorréncia de infeccbes do trato superior em atletas de alto desempenho. Porém,
sabe-se que se os atletas forem submetidos a exercicios moderados, o risco
aumentado de contrair essas doencas pode ser evitado (Rincon, 1994; Mackinson,
2000).

Shephard et al, (1995) verificaram em seu trabalho que atletas de endurance
tém maior resisténcia a doencas infecciosas e que 76% de sua amostra, composta
por 750 atletas adultos com idade entre 40 e 81 anos, apresentou menor
vulnerabilidade a doencas virais em comparacdo com pessoas sedentarias.
Portanto, é provavel que o exercicio fisico exer¢ca uma atividade modulatéria sobre

0 sistema imunitario.

Atletas e praticantes regulares de exercicios fisicos freqiientemente relatam
que esta pratica induz uma série de efeitos sobre aspectos fisioldgicos, psicoldgicos
e imunitarios. Consoante com este pensamento, resultados de pesquisas recentes
reforcam a hipotese de que o exercicio crénico exerce importante efeito modulador

sobre a dindmica imunitaria (Pedersen e Hoffmannn-goetz, 2000).

Para Jonsdottir e Hoffmannn (2000), o exercicio realizado com intensidade
moderada reduz o risco de infecgBes. Em contrapartida, um elevado estresse fisico,
particularmente acompanhado por estresse mental, é associado a linfocitopenia,
neutrofilia e elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias pds-exercicio (Pedersen

e Toft, 2000).
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Nieman e Nehlsen-cannarela (1994) identificou um crescente numero de
trabalhos que apresentavam, através dos exercicios agudos, um profundo efeito
sobre o sistema imunitario. Porém a significancia clinica dessa extensa, mas

transitoria alteracdo, no entanto, tém sido disputadas.

A identificacdo do patégeno e a consequente resposta imunitaria
apresentada em decorréncia do exercicio fisico podem sofrer variacdes de acordo
com intensidade, tipo de exercicio, volume de treinamento, fatores de estresse tanto
fisicos quanto emocionais, sono, uso de alcool, fumo, entre outras. Em modelos
animais, Jonsdottir et al. (1996) mostraram a ocorréncia de aumento na funcao da
imunidade natural em ratos espontaneamente hipertensivos ap0s a execucao
voluntaria de exercicios crénicos (5 a 6 semanas). Nieman (2000a) sugere que 0
sistema imunitario € suprimido e estressado, embora transitoriamente, depois de
exercicios prolongados de endurance e que essas alteracdes ndo ocorrem apdés
exercicios moderados. Portanto, € provavel que o exercicio fisico exerca uma
atividade modulatoria sobre a dindmica do sistema imune (Jonsdottir e Hoffmannn,
2000; Pedersen e Hoffmannn-goetz, 2000; Pedersen e Toft, 2000; Zielinski et al.,

2004).

Na presenca de organismos reconhecidos como virus, bactérias ou qualquer
outro patégeno (agente infeccioso) em condi¢des fisiolégicas normais, o sistema
imunoldgico prepara-se para uma seérie de respostas visando a defesa orgéanica.
Segundo Forte (2004), essa resposta do sistema imunitario pode ser classificada

em primaria - secundéria ativa - passiva, inata - adaptativa humoral - celular.

A resposta imunitaria inata é a primeira linha de defesa do organismo contra
microrganismos invasores e desempenha papel importante na ocorréncia de

doencas inflamatorias. Ela € rapida ao detectar e eliminar infec¢cdes causadas por
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qualquer agente contagioso. O sistema imunoldgico opera como uma rede
descentralizada, respondendo automaticamente a qualquer agente que perturbe a
homeostasia. Todo esse processo de defesa é desencadeado por uma série de
proteinas receptoras. Desse modo, quando ha uma falha na ativacao de receptores
toll-like (TRL), o organismo fica suscetivel a infec¢bes. Por outro lado, quando
esses receptores tornam-se hiperativos, podem ser responsaveis por inameros
processos inflamatorios e doencas crénicas, como a artrite e o lUpus. Para que o
sistema de imunidade adaptativa entre em atividade é importante a mediacédo de
proteinas sinalizadoras chamadas citocinas, as quais ndo apenas induzem a
inflamacdo, mas também ativam as células B e T. As citocinas, biomoléculas
utilizadas por diversos tipos diferentes de células para sua comunicagcédo, Sao

especificas para cada antigeno (Janeway et al., 2002).

De fato, os macrofagos, células que se originam dos mondcitos e se
diferenciam daqueles apds migrar para os tecidos, patrulham todo o corpo
procurando por sinais de infeccdo (Woods et al., 2000; Janeway et al., 2002).
Quando detectam uma proteina estranha, esses disparam a resposta inflamatoria.
Sua acdao é fagocitar e destruir o invasor que transporta uma determinada proteina
e, como consequUéncia, secretam as citocinas. Por sua vez, as células dendriticas,
gue tém a mesma origem dos mondcitos e neutrdéfilos, ingerem os microrganismos e
seguem para os nddulos linfaticos, nos quais apresentam fragmentos das proteinas

dos patdgenos as células T e liberam outras citocinas.

Recentemente, tem sido sugerido um complexo mecanismo de sinalizagao
entre o sistema imunolégico e o cérebro. Perturba¢des nessa rede comunicacao,

guerem sejam hereditarias, por drogas, substancias téxicas ou ainda por cirurgia,
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podem favorecer processos infecciosos, inflamatorios, bem como a manifestacéao de

doencas auto-imunes e disturbios de humor (Sternberg e Gold, 1997).

Por outro lado, sugere-se que o estresse de natureza clinica, como cirurgias,
traumas, queimaduras e septicemias, propiciam ambiente hormonal e imunitario
muito similar aquele provocado pela pratica de exercicios fisicos (Pedersen;
Hoffmannn-Goetz, 2000). Pedersen et al, (1998) e Pedersen e Hoffmann-Goetz
(2000) ressaltam uma série de resultados sugerindo que diferentes estressores
fisicos podem estimular alteracdes similares no sistema imunolégico. Com base
nesses resultados, ndo € surpresa que o exercicio fisico seja considerado um

modelo experimental de estresse (Hoffman-Goetz e Pedersen, 1994).

A resposta aguda do exercicio fisico pode elevar a concentracdo de
hormdnios circulantes, como adrenalina, noradrenalina, horménio do crescimento,
beta endorfinas, testosterona, estrogénio e cortisol (Galbo, 1983; Kjaer; Dela, 1996;
Volek et al, 1997). De acordo com Galbo (1983), 0 aumento na concentragdo de
cortisol no plasma sanguineo ocorre especialmente quando o individuo é submetido
a exercicios de longa duracdo. Outras alteracbes foram sugeridas pelo autor
somente com relacdo ao tempo limite do exercicio agudo de 1 hora. O cortisol
aumenta a frequéncia e a intensidade dos batimentos cardiacos, sensibiliza os
vasos sanguineos a acao da noradrenalina e afeta as fun¢des que ajudam o corpo
a enfrentar uma situacdo estressante. Além disso, é um potente imunorregulador e
agente antiinflamatério, cujo papel é crucial para evitar que o sistema imune reaja

exageradamente a danos ou a lesdes nos tecidos (Sternberg e Gold, 1997).

Particularmente, trabalhos de natureza farmacoldgicos tém investigado a
relacdo entre a resposta imunitaria e a suscetibilidade a doencas com origem

inflamatoéria. Em estudos nos quais foram utilizados farmacos que bloqueiam os
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receptores, tais como o cortisol, verificou-se aumento da ocorréncia de doencas
inflamatorias auto-imunes. Por outro lado, a administracdo de pequenas doses de
cortisol injetadas em ratos aumentou a resisténcia desses animais a inflamacdes

(Sternberg e Gold, 1997).

Segundo Sternberg e Gold (1997), disturbios na comunicagcdo entre o
cérebro e o sistema imunoldgico, toéxicos ou infecciosos, podem contribuir para a
ocorréncia de labilidade da resposta do sistema imunitario a inflamacdes. Assim &
gue os hormonios estressantes liberados do cérebro, o cortisol pelas supra-renais e
as substancias neuroquimicas pelos terminais nervosos (adrenalina e
noradrenalina), modificam a habilidade das células imunes de combater os agentes
infecciosos. A falta de resposta cerebral ao estresse aumenta a resposta do corpo a
doencas inflamatorias, a0 passo que a reconstituicdo daquela resposta reduz a

suscetibilidade do organismo a inflamacéo.

Além do cortisol, outro horménio compartilhado pelo sistema nervoso central
e imunolégico € o liberador da corticotropina (CRH), que € sintetizado pelo
hipotalamo e por outras regides do cérebro. Uma vez liberado na corrente
sanguinea pelo hipotdlamo, o CRH promove a liberacdo de outro horménio, o
adenocorticotropico (ACTH). Este, por sua vez, estimula a glandula supra-renal a
produzir cortisol, mais conhecido como horménio do estresse. Portanto, CRH e
cortisol estdo relacionados ao estresse e sua concentragdo na corrente sanguinea
parece influenciar a resposta imunitaria (Sternberg e Gold, 1997). Segundo
Malm (2004), imediatamente ap0s o exercicio h4d aumento na concentracdo de
neutréfilos, bem como na capacidade de adesdo e quimiotaxia de mondcitos. Por
outro lado, na fase de recuperacdo ocorre aumento do numero de mondcitos

circulantes na corrente sanguinea. Entretanto, novos trabalhos devem ser
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realizados com o proposito de explicar a relagcdo causal entre exercicios fisicos e

funcdo imunitaria.

Malm (2004) também sugeriu que ratos submetidos a infeccao bacteriologica
por Francisella tularensis ainda apresentam protecao contra a doenca mesmo apos
0 exercicio de natacdo até o esgotamento. Por outro lado, na presenca de um
processo infeccioso, a pratica do exercicio fisco incrementou o quadro sintomatico

(Ilback, et. al., 1991; Friman e Wesslen, 2000).

De acordo com Chao et al, (1992), ratos submetidos a exercicios moderados
(45 minutos de natacdo por dia) ndo apresentaram reducdo na expectativa de vida
guando infectados por Toxoplasma gondii. Por outro lado, na pesquisa de Cannon e
Kluger (1984), ratos infectados por Salmonella typhimurium apresentaram maior
longevidade quando praticaram corrida voluntaria. Estudos com modelos animais
sugerem gue uma ou duas sessdes de exercicio até a exaustdo podem aumentar a

frequéncia de infec¢des (Nieman, 2000b).

Pedersen e Hoffmann-Goetz (2000) sugeriram que durante a execucao de
exercicio extenuante em humanos o numero de neutréfilos aumentou em relacdo ao
nivel basal. Em contrapartida, o numero de mondcitos nao foi alterado durante o

exercicio, 0 que ocorreu somente na recuperacao.

Os neutrofilos e 0s mondcitos, que sdo encontrados na circulagdo sangiinea,
sdo oriundos da mesma célula progenitora, embora com distintas linhagens. Os
neutréfilos, os mondcitos e algumas outras células sao provenientes da linhagem
mieldide. Na presenca de interleucina-3 (IL-3), fator estimulador de crescimento de

coldénias de granuldcitos, mondcitos/macréfagos (GM-CSF) e fator estimulador de
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crescimento de colénias de mondcitos/macréfagos (M-CSF), células essas de

importancia no desenvolvimento de uma resposta imunoldgica.

Os neutrofilos sédo células de tamanho intermediario, com pequenos granulos
citoplasmaticos e nucleo multilobulado com projecdes ciliares e grupamentos CD16
na membrana citoplasmatica; possui meia-vida curta, de dois a trés dias. S&o as
células iniciais do processo inflamatorio, ou seja, sdo as primeiras células que

afluem para o local da defesa imunolégica, possuindo mecanismos muito eficazes.

Os monacitos séo células grandes, com nucleo em ferradura, citoplasma com
membranas onduladas, granulos azurofilicos palidos e complexos de Golgi grande,
passiveis de permanecer na circulagdo por longos periodos, apresentando em sua
superficie grupamento de diferenciagdo CD14. Representam 15% dos leucdcitos
circulantes na corrente sangiinea (Mackinson, 2000) e da origem a quase
totalidade dos macréfagos, os quais, apds cerca de trés dias na corrente sanguinea,
atingem o local de atuacéo, onde sofrem diferenciacéo final com distintas alteracdes
morfologicas, recebendo denominacdes conforme seu aspecto e a localizagdo. Tém

em geral meia-vida longa e baixa taxa de proliferacédo (Forte, 2004).

Os mondécitos produzem a proteina IL-1, que estimula outro tipo de globulo
branco, o linfocito, a produzir a interleucina-2 (IL-2), a qual, por sua vez, induz os
linfécitos a se transformar em células imunes maduras. Alguns linfécitos maduros,
denominados plasmdécitos, produzem anticorpos que combatem as infecgles,
enquanto os linfocitos citotoxicos matam diretamente os virus (Sternberg e Gold,

1997).

O leite materno contém neutréfilos e mondcitos (Forte, 2004), os quais

representam de 50% a 60% do total dos linfécitos circulantes na corrente sangiinea
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(Smith, 1997; Pedersen e Hoffmann-Goetz, 2000) e sdo objeto de investigacdes
experimentais por estarem disponiveis nessa quantidade. Sua principal funcdo é
fagocitar, isto €, ingerir germes que sdo destruidos em vesiculas intracelulares apos
sua internalizacdo, o que eles realizam tanto na resposta imune inata quanto na

adaptativa (Janeway et al, 2002).

Os neutrdfilos e os mondcitos apresentam mecanismos analogos em sua
atividade fagocitaria. Entretanto, os fagocitos mononucleares, dentre eles os
monaocitos, sdo considerados melhores células fagociticas, pois seus granulos
citoplasmaticos sao refeitos cerca de 8 a 20 horas apdés a eliminacdo do patodgeno,
estando aptos a nova fagocitose, enquanto os neutrofilos ndo mais refazem seus
granulos e sofrem lise caso mantenham novo contato com microrganismos (Forte,

2004).

O processo de fagocitose, que comeca com a aderéncia da célula e vai até a
destruicdo do antigeno, passa por alguns estagios, os quais, segundo Rincon

(1994), sao: aderéncia, quimiotaxia, ataque, ingestado e morte do agente patoldgico.

Fuente et al, (1990), em trabalho com exercicio exaustivo (natacéo) aplicado
a ratos idosos e sedentarios, verificaram que houve aumento da reacdo de reducao
por NBT (nitroblue tetrazdlio) nos macréfagos. Fuente et al, (1993), em pesquisa
utilizando ratos sedentarios e treinados submetidos & natagdo exaustiva, também

encontraram aumento na reducado de macrofagos pela técnica de NBT.

Os mondcitos e os macrofagos sdo denominados fagocitos profissionais por
apresentarem a capacidade de refazer seus granulos citoplasméticos e de ingerir
particulas de tamanho grande. Os macrofagos tém o maior potencial fagocitico por

serem maiores do que as demais células fagocitarias, com citoplasma mais
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extenso, membrana citoplasmatica com muitos ligantes e condi¢cdes de ingerir
grande quantidade de microrganismos (Forte, 2004). A eficiéncia fagocitica indica a
eficacia em fagocitar antigenos (Barriga et al., 2002), combatendo, assim, a

possivel infeccdo ou inflamacéo provocada pela acéo destes.

Muniz-Junqueira et al, 2003, descreveram um teste simples para avaliar a
fagocitose e fornecer uma tabela de valores de referéncia para a avaliacdo normal
por idade. Em sintese, este teste consiste em colocar duas gotas de sangue em
uma lamina de microscopio, incubar com Saccacharomyces cerevisiae e avaliar a
fagocitose pelo microscopio. Os resultados obtidos pelos pesquisadores citados
foram comparaveis ou melhores do que aqueles obtidos com o uso de técnicas
usuais. A técnica empregada por aqueles autores, de autoria de Park et al. (1968),
que sera descrita na integra nesta qualificacdo na secdo material e métodos, €
realizavel e rapida, necessita somente poucas gotas de sangue e permite melhor
preservacao da funcéo celular em decorréncia da manipulacdo a qual a célula é
submetida (Muniz-Jungueira et al, 2004). O indice fagocitario é calculado como o
namero médio de células de S. cerevisiae fagocitadas por monécitos ou neutréfilos
multiplicado pelo percentual dessas células engajadas na fagocitose (Muniz-
Junqueira et al, 1992).Muniz-Junqueira et al. (2003) encontraram indices de
fagocitose diferenciados por idade. Em sua avaliagdo com criangas que nasceram
de parto cesariana, quando usaram leveduras néo sensibilizadas, as quais tiveram
como reagente o soro fetal bovino para estimular a fagocitose feita pelos mondcitos
e neutréfilos, os autores observaram que a fagocitose foi mais baixa do que a
verificada na populacdo de adultos. Quando empregaram leveduras sensibilizadas,
as quais tiveram como reagente o soro extraido do sangue dos préprios sujeitos, o

indice fagocitario de mondcitos e neutréfilos aumentou significativamente.
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5- MATERIAIS E METODOS

5.1- AMOSTRA

Foram utilizados 16 ratos machos da raca Wistar, obtidos na Empresa Biogre
(Planaltina-DF), pesando cerca de 150-200 g. Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno (trés animais por caixa) cobertas com grade metalica, em
ambiente mantido a temperaturas em torno de 22 + 2T, com 55 +10% de
umidade e ciclo claro/escuro de 12 horas (estantes climatizadas). Todos 0s sujeitos
foram alimentados com rac¢do Labina (Paulinia-SP) e &gua ad libitum durante o

periodo de duas semanas para aclimatacdo ao ambiente em que ficaram alojados.

5.2- DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo experimental com pds-teste (Tabela 1). Os animais
foram randomicamente alocados paro o grupo controle (n=8) ou experimental (n=8).
Os animais do controle ndo foram submetidos ao exercicio fisico, enquanto que os

animais do grupo experimental (E) realizaram uma Unica sesséo de natacao.

Quadro 1. Desenho experimental com pds-teste.

Variaveis dependentes

Grupo Tratamento
Controle (n=8) X Leucécito total e diferencial; testes funcionais de fagécitos (atividade
fagocitica e microbicida de mondcitos e neutrdfilos).
Experimental(n=8) Exercicio Leucdcito total e diferencial; testes funcionais de fagocitos (atividade
fagocitica e microbicida de mondcitos e neutrdfilos).
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5.3- PROCEDIMENTOS

5.3.1- ADAPTACAO AO MEIO LIQUIDO.

Utilizou-se um tanque com 65 cm de diametro e 60 cm de profundidade tanto
para a adaptacdo ao meio liqguido quanto ao exercicio fisico. A temperatura da agua

foi mantida cerca de 31 +1° C.

O grupo experimental passou por um periodo de adaptacdo ao meio liquido
que teve duracado de trés dias. No primeiro dia, a 4gua foi mantida em 15 cm de
profundidade; no segundo dia, a altura da coluna de agua passou para 30 cm; no
terceiro dia, a profundidade da agua foi de 45 cm. O tempo de adaptacdo em todas
as etapas foi de quinze minutos (Jonsdottir et al., 1996). Um dos propdsitos deste

procedimento foi o de reduzir a ansiedade dos animais no novo ambiente.

5.3.2- PROTOCOLO DE EXERCICIO.

Para a pratica do exercicio de natacao utilizou-se um tanque com 65 cm de
diametro e a profundidade 45 cm de agua a temperatura cerca de 31 +1° C. A
duracdo do exercicio foi de 30 minutos. Dois ratos exercitaram-se por sessdo de

exercicio.
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5.4- COLETA DE SANGUE

5.4.1. Determinacado da concentracao do lactato sang  Uineo.

Para mensurar a concentracao de lactato sanguineo, amostras de sangue
(25 ul) foram coletadas nos animais do grupo controle e, apés a sessao de
exercicios, no grupo experimental, a partir de um pequeno corte na extremidade
caudal. A fim de evitar diluicdo do lactato com agua residual no momento da coleta,
0S animais tiveram as caudas enxutas com toalhas absorventes. As amostras
coletadas foram transferidas para tubos Eppendorf contendo 50 pl de fluoreto de
sédio 2%. As concentracbes de lactato foram determinadas com o analisador
bioquimico YSI Modelo 2700 SELECT (Yellow Springs, OH, USA). Este parametro
fisiologico foi utilizado a fim de quantificar a demanda de esforc¢o fisico, bem como o

perfil do mesmo e a relacdo com o metabolismo predominante.

5.4.2. Leucometria

Para a avaliacao das fun¢des fagociticas, os animais foram sedados com
tampéo de algoddao embebido em éter PA. Apds realizou-se a coleta de sangue
através de puncdo cardiaca utilizando seringas estéreis e descartaveis(5 ml)
umedecidas com heparina liquida. A seguir, do volume de sangue coletado (cerca
de 2 ml), parte foi pipetado em tubos Eppendorf contendo Fluoreto de Sédio a 1% e
0 restante utilizado para a contagem global de leucdcitos, diferencial e atividade

funcional dos fagocitos.
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5.4.3- Contagem global

A contagem global foi realizada a partir da diluicdo do sangue com o liquido
de Turk 1:20 (20ul de sangue para 380 ul de liquido de Turk). O material bioldgico
(leucécitos diluidos), com o auxilio de pipeta, foi depositado sobre a laminula, de
modo a preencher completamente o espaco e, deste modo evitando-se a formacao
de bolhas. A seguir os leucocitos presentes nos quatro quadrantes laterais da
camara de Neubauer improved (figura 1) foram contados manualmente utilizando o
contador de células modelo 60.103. O resultado foi calculado através da soma do
nimero de leucécitos nos quatro quadrantes: leucécitos/mm?® = [(Q; +Q, + Qs +
Q4)/4 x 10 x 20], onde: Qn = n° de células no quadrante da camara; 10 = fator de
conversdo para 1 mm? (profundidade da lamina); 20 = fator de convers&o da diluicéo

(Figura 1).

1E=5 HNER

b) -

Figura 1- llustracdo da Camara de Neubauer (a) e dos quadrantes (b) para a

contagem global de leucécitos.
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5.4.4- Contagem Diferencial

Para a realizacdo da contagem diferencial dos leucocitos uma gota de
sangue (contendo aproximadamente 10 ul de sangue) foi depositada a £1 cm da
extremidade da lamina. Outra lamina, denominada extensora, foi colocada com uma
inclinacdo aproximada de 45°. Depois de aproximada, de forma a permitir que o
sangue tocasse e se espalhasse pelo vértice do angulo até o meio centimetro das
margens da lamina, fez-se o deslizamento rapido no sentido contrario com um
movimento uniforme, mantendo a mesma angulacdo e o contato entre as duas
laminas (figura 2). Ap6s a secagem, fixacdo com &lcool metilico PA (metanol) por
dois minutos e proceder a coloracdo com Giemsa a 10% durante dez minutos,
preparado em tubo de ensaio misturando trés gotas para cada 2ml de agua
destilada, foi realizada a contagem no microscopio 6tico (1000x) em imersédo. A
contagem diferencial de leucécitos foi observada 100 células em campos
distribuidos aleatoriamente conforme procedimentos descritos por Silva e

Hashimoto (1999).

Figura 2. Lamina ilustrando a técnica de esfregaco para a contagem de

leucdcitos diferenciais.
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5.5- TESTE DE FAGOCITOSE

Com o objetivo de avaliar a funcdo dos fagocitos foram realizados dois
testes: o primeiro, para investigar a capacidade de fagocitose de Saccharomyces
cerevisiae e, 0 segundo, para avaliar a capacidade de reducdo do nitroblue
tetrazolium (NBT) a Formazan. Ambos refletem o estado funcional dos fagoécitos a
fim de reconhecer, fagocitar e exercer o metabolismo oxidativo. Obtencédo de

neutrofilos e mondcitos a partir da circulacdo central.

As técnicas para obtencdo de neutrofilos e mondcitos utilizados nesta

pesquisa foram as descritos por Muniz-Junqueira et al, (2003;2004).

5.5.1- PREPARACAO DA SUSPENSAO ESTOQUE DE SACCHAROMYCES

CEREVISIAE.

Brevemente, para a preparacdo da suspensado estoque de leveduras, a
técnica utilizada foi descrita por Lachmann e Hobart, 1978. Por essa técnica ha
modificacdo na superficie da levedura Saccharomyces cerevisiae que facilita a

adsorcao do componente C3 do complemento e moléculas de imunoglobulinas.

Para a preparacdo da suspensao estoque de leveduras, 50 g de fermento
fresco (Fleischmann®) foram suspensos em 220 ml de solucéo salina tamponada
com fosfato (STF), pH 7,2 e a suspensdo autoclavada a 120°C por 30 minutos e,
em seguida, lavada com STF, pH 7,2, por centrifugacdo, até obter-se sobrenadante
limpido que foi desprezado. O sedimento foi suspenso em 28 ml de STF contendo
0,1 M de 2-mercaptoetanol. Apés duas horas de incubacdo a 37°C com agitacéo, a

suspensao foi lavada novamente e o sedimento restante ressuspenso em 55 ml de
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solucdo iodoacetamida 0,02 M em STF, pH 7,2. Apés mais duas horas de
incubacdo com agitacdo, a suspensao foi lavada 3 vezes e ressuspensa em 220 ml
de STF, pH 7,2. A suspensdo, autoclavada por 30 minutos a 120°C e, em seguida,
lavada com STF, pH 7,2, por centrifugacdo, até obter-se sobrenadante limpido;
ressuspensa em 110 ml de tampéo veronal, pH 7,2, contendo azida sodica (200
mg/l) como preservativo. A suspensao foi aliqguotada em volumes menores e

mantida a 4°C, podendo ser reutilizada posteriormente.

5.5.2- SENSIBILIZACAO DAS LEVEDURAS COM SORO DE RAT OS

WISTAR.

Uma aliqguota de 30 ul foi retirada da suspensdo estoque e o volume
completado para 1 ml com STF, lavando-se 3 vezes por centrifugacdo, agitando-se
a cada lavagem. Apds, 20 pl foram adicionados a 980 ul de STF (diluicdo 1:50) e,
10 pl das leveduras foram quantificadas em Camara de Neubauer nos 4 quadrantes

da periferia e no central da area destinada a contagem de eritrocitos.

Calculou-se o numero de leveduras (l) presentes na suspensdo de 500 l,
onde: | = soma do numero de leveduras contadas nos 5 quadrados x 5 x volume

(em ml) x diluicdo x 10 x 1000.

Foram adicionados a suspenséao de leveduras pool de soro de ratos Wistar a
20% (mantido a - 20°C), incubando-se em banho-maria, a 37°C por 30 minutos,
agitando-se a cada 10 minutos. Com isto, as leveduras foram sensibilizadas, ou
seja, componentes do complemento (especialmente C3) e Ig (especialmente 1gG)
sdo adsorvidos a sua superficie. Estes componentes funcionam como opsoninas,
facilitando a ligacdo da levedura aos receptores para complemento e

imunoglobulina dos fagdcitos, permitindo a fagocitose.
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5.6- AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITARIA DE NEUTROF ILOS E

MONOCITOS

Os fagdcitos obtidos foram incubados em camara Umida a 37°C por 30
minutos em duplicatas preparacbes com 20 pl de suspensdo de leveduras
opsonizadas. A preparacéo foi lavada com STF, pH 7,2, a 37°C para eliminar as
leveduras ndo fagocitadas e, entdo, dispds-se uma gota de solucdo Hanks-Tris
tratadas com 30% , secadas a quente, fixadas com metanol e coradas com Giemsa

10% por 10 minutos.

ApOs o procedimento descrito anteriormente as laminas de microscopia com
Depex foram montadas e examinadas ao microscopio Optico com objetiva de
imersdo. Foram avaliados 200 neutréfilos e 200 mondcitos por preparacdo e
determinado o indice fagocitario calculado pela multiplicacdo da média de leveduras
ingeridas por fagocito pela proporcao de fagoécitos envolvidos na fagocitose (Shaw &

Griffin, 1981).

5.7- PRODUCAO DE RADICAIS DE OXIGENIO POR FAGOCITOS

Com a finalidade de analisar a producdo de superoxido por neutréfilos e
monadcitos dos animais, os fagécitos submeteram-se ao teste de reducdo do NBT,
um aceptador de elétrons utilizado para detectar indiretamente a producdo deste
anion (Nydegger et al., 1973). Campbell e Douglas, 1997, desenvolveram essa
técnica avaliando assim o mecanismo microbicida dos fagocitos. As células NBT
positivas sdo as unicas a terem seus citoplasmas visualizados, ja que o processo de

reducdo converte o NBT de um composto amarelo solivel em um material insolavel
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de coloracdo azul, denominado formazan, que se precipita no citoplasma do
fagdcito, identificavel por microscopia O6ptica. Os radicais do oxigénio sé&o
produzidos pela enzima NADPH oxiredutase, que participa de um complexo
enzimatico ligado a membrana celular que catalisa a transferéncia de elétrons do

NADPH citoplasmatico para o oxigénio extracelular.

5.7.1- Teste de reducdo do NBT por fagocitos

O teste de reducdo do NBT foi realizado apds a coleta de sangue dos
animais por puncao cardiaca, como citado anteriormente. Foram depositados 40 pl
de sangue em cada um dos campos das laminas, as quais foram incubadas em
camara umida (agua com sulfato de cobre), a 37°C por 45 minutos, para permitir a
aderéncia dos fagocitos. Apos esse periodo, as laminas foram retiradas da camara
e lavadas cuidadosamente com PBS para eliminar as células nao-aderentes. A
seguir, foram colocados 20 pl de solucdo de NBT a 0,05% (0,00025g de NBT
dissolvidos em 500 pl de solugdo HANKS-Tris) em cada uma das escavacoes. Tal
procedimento foi executado em duas laminas. Em uma lamina todas as escavacoes
continham 20 pl de solucdo com leveduras sensibilizadas (1:5), aproximadamente
64500 leveduras, e na outra, leveduras ndo-sensibilizadas. Em seguida, as laminas
foram incubadas a 37°C por 20 minutos em camara Umida e o sobrenadante foi
desprezado. As laminas foram, entéo, retiradas da camara e lavadas delicadamente
com PBS para retirar as leveduras ndo fagocitadas. Em cada campo foi
acrescentada uma gota de solugdo HANKS-Tris com 30% de soro para a
preservacdo das células. Depois desse procedimento, o sobrenadante foi
desprezado e as laminas foram secas a quente. Cada lamina foi fixada com metanol

PA por 1 minuto e, apds secagem completa, as escavac¢des foram contra-coradas
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com solucdo de GIEMSA 1% por 5 minutos. O corante excedente foi desprezado e
as laminas foram lavadas com agua corrente e completamente secas. Feito esse
processo, as laminas foram examinadas ao microscopio 6tico com objetiva de
imersdao. Em cada uma das preparacdes foram examinados 200 fagdcitos,
determinando-se a porcentagem daqueles que reduziram NBT. O teste de NBT, que
objetiva avaliar o mecanismo microbicida dos fagocitos pela sua habilidade de
produzir anion superoxido, foi adequado para uso no presente estudo utilizando-se

a técnica desenvolvida por Campbel e Douglas (1997).

5.8- MORFOLOGIA DA FAGOCITOSE E REDUGCAO POR NBT

Na figura 3 encontra-se um mondocito e um neutréfilo que realizaram fagocitose de

Saccharomyces cerevisiae, na figura 4 um mondécito e na figura 5 um neutrdfilo que

sofreram reducgéo por NBT.

Figura 3. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por monadcito e neutrofilo.
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Figura 4 — Mondécito que sofreu redugao por NBT.




32

5.9- ANALISE ESTATISTICA

O teste t de Student para amostras independentes foi utilizado para a
comparacdo entre as médias dos dois grupos sobre cada varidvel dependente.
Diferengcas com valores bicaudais de P < 0,05 foram consideradas estatisticamente
significativas. O pacote estatistico SPSS versdo 8.0 foi utilizados para as andlises

dos dados e elaboracéo das Figuras.
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6- RESULTADOS

A analise exploratoria dos dados revelou um caso extremo (outlier) na
variavel proporcdo de fagocitos redutores de NBT no grupo experimental. Apos
correcdo conforme procedimentos descritos por Tabachnick e Fidell (1996), o
resultado do teste de normalidade Kolmogorov — Smirnov confirmou a distribuicéo
normal dos dados.

Diferenca significativa (P < 0,001) foi encontrada entre as médias de
concentracéo de lactato sangliineo para os grupos controle (x= 1,7 £ 0,3 mMol/l) e
experimental (X = 2,8 + 0,5 mMol/l). A comparacdo entre os valores médios de
leucdcitos totais e diferenciais observados nos grupos experimental e controle nao

revelou diferencas significativas destas frequiéncias celulares (Tabela 2).

Tabela 2. Média (+ desvio padréo) observada para os grupos controle e experimental sobre a contagem total (n°

de células x 10°/ mm?® de sangue) e diferencial de leucécitos.

Controle (n=8) Experimental (n=8) Valor P
Leucocitos totais 7617 7,8+1,7 0,68
Neutrdfilos 16,3+5,3 15,6+ 5,3 0,64
Mondécitos 2914 3,7+2,0 0,25
Linfocitos 79,90 £7,0 82,645,4 0,51

No que se refere as funcbes fagociticas de mondcitos e neutrdfilos,
alteracdes foram observadas comparativamente entre 0s grupos e encontram-se
representadas na Tabela 3 e ilustradas na Figura 6. De modo geral, animais do

grupo experimental apresentaram funcdo fagocitica aumentada quando
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comparados com os controles. A média do indice de fagocitose de neutréfilos nos
animais que se exercitaram foi quase duas vezes superior em relagcdo ao grupo sem
exercicio. O menor indice de fagocitose verificado neste grupo foi associado tanto
ao menor numero de S. cerevisiae fagocitados como em uma menor propor¢do de
neutréfilos fagocitantes. Em contrapartida, ndo foi observado diferenca

estatisticamente significativa sobre o indice de fagocitose para mondcitos entre 0s

grupos.

Controle Valor P
(n=8) Experimental
(n=8)
N° de S. cerevisiae fagocitadas/monécito 2,08 £0,4 2,30+0,6 0,414
N° de S. cerevisiae fagocitadas/neutrofilo 2,71+0,7 3,58+1,0 0,060
% monacitos que fagocitaram 69,75+12,1 71,75 19,0 0,713
% neutrdfilos que fagocitaram 78,69 +5,6 90,62 £ 8,3 0,005
indice de fagocitose (mondcitos) 143,00 £ 24,5 167,69455,7 0,271
indice de fagocitose (neutrdfilos) 213,06 £53,2 328,94 £109,0 0,017
% reducé@o NBT (mondcitos) 73,69+7,2 73,44 £7,7 0,947
% reducdo NBT (neutrdfilos) 76,69 £10,9 88,25+ 5,6 0,018
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Por outro lado, a capacidade para produzir espécies reativas de oxigénio,
avaliada por meio do percentual de reducédo de NBT, também foi influenciada pelo
exercicio fisico. Os resultados revelaram que este mecanismo microbicida de
neutrofilos foi mais eficiente no grupo experimental em relagdo ao controle.
Entretanto, os mondcitos ndo exibiram diferencas significativas em sua capacidade

de reducédo de NBT conforme indicado na Tabela 2 e Figura 6.
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7- DISCUSSAO

Neste trabalho investigou-se o efeito do exercicio fisico como modulador da
funcdo fagocitica de mondcitos e neutréfilos em ratos Wistar. Verificou-se que o
exercicio realizado foi adequado para estimular as funcdes fagociticas e

microbicidas de neutrdéfilos, porém o mesmo nao se observou para 0s mondcitos.

O teste do NBT que objetiva avaliar o mecanismo microbicida dos fagocitos,
detectando indiretamente a producdo do anion superoxido (Nydegger et al., 1973),
mostrou resultados que revelaram mecanismos microbicidas de neutréfilos mais
eficientes no grupo experimental em relacdo ao controle. Fuente et al. (1990), em
trabalho com exercicio exaustivo (natacéo) aplicado a ratos idosos e sedentarios,
verificaram que houve aumento da reacdo de reducdo por NBT (nitroblue
tetrazolium) nos macréfagos. Fuente et al. (1993), em pesquisa utilizando ratos
sedentarios e treinados submetidos a natacdo exaustiva, também encontraram
aumento na reducdo de macrofagos pela técnica de NBT. Tais resultados sugerem
que o exercicio fisico seja um importante agente externo que torna mais eficiente o
mecanismo de reducao por NBT.

Com respeito ao fato da média do indice de fagocitose de neutrofilos nos
animais que exercitaram ter sido quase duas vezes superior em relacdo ao grupo
controle, algumas questdes foram levantadas: 1 - a maior capacidade fagocitica
pelo numero de leveduras captadas; 2 — a maior capacidade microbicida; 3 - a
maior potencial em reduzir o NBT a formazan, corroborando assim com os
resultados de Fuente et al (1990) e Fuente et al (1993).

Por outro lado, é provavel que a diferenca verificada sobre a funcao

fagocitica entre neutréfilos e mondécitos seja conseqiiéncia de um maior nimero de
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neutrofilos encontrados na circulagdo sangiinea. Também pelo fato de serem as
células que primeiro atuam nas repostas inflamatorias agudas, respondendo assim,
mais rapidamente aos estimulos antigénicos (Abbas e Lichtman, 2005). Diante de
tais evidéncias, sugere-se que 0 exercicio fisico, mesmo em baixa intensidade,
pode representar uma importante estratégia ndo farmacologica, com o propdsito de

proteger o organismo contra doencgas infecciosas.

Nado foram reveladas diferencas significativas na contagem global e
diferencial de células (mondcitos/neutroéfilos) apresentadas entre os dois grupos do
nosso estudo. Averiguou-se o total de células envolvidas imediatamente apés a
sessao de exercicio sem expressoes significativas. Porém, Pedersen e Hoffmann-
Goetz (2000) sugeriram que durante a execucdo de exercicio extenuante em
humanos o numero de neutréfilos aumentou em relagcdo ao nivel basal. Em
contrapartida, o numero de monadcitos néo foi alterado durante o exercicio, o que
ocorreu somente na recuperacdo. E provavel que a diferenca existente entre os
resultados encontrados em nosso estudo e os citados acima seja em funcdo da
intensidade do exercicio empregada. Em outras palavras a intensidade do exercicio
foi insuficiente para produzir a desmarginalizacdo dos leucocitos na circulacéo

periférica.

No entanto, em nossa investigagcdo algumas importantes limitagbes sé&o
apontadas no sentido da generalizacdo dos resultados para modelos humanos.
Outro aspecto limitante refere-se ao fato que testes laboratoriais que submetem as
células (fagocitos/mondcitos) a uma extensa manipulacdo, que podem comprometer
as respostas funcionais destas células. Entretanto, Muniz-Junqueira et al. (2003)

relatam que o teste de fagocitose pode ser utilizado em diversos tipos de estudos,
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por exemplo, na investigacao de quadros de infec¢des cronicas em humanos e para

avaliar os efeitos de drogas sobre o mecanismo de defesa.
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8-CONCLUSAO

O exercicio fisico realizado em nosso estudo foi suficiente para estimular as
funcdes fagociticas e microbicidas de neutréfilos, o que ndo foi observado nos
monaocitos. O exercicio também nédo foi capaz de modificar o nimero de leucocitos
total e diferencial nos dois grupos de animais. Portanto, sugere-se que 0 exercicio
fisico pode ser uma importante estratégia ndo medicamentosa capaz de estimular o
sistema imunitario inato. Sugere-se que outras intensidades de exercicio fisico
sejam investigadas em modelos animais a fim de se averiguar qual a mais
adequada em proporcionar o estimulo mais eficiente as funcbes fagociticas e

microbicidas dos fagocitos.
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