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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos agudos do exercicio de curta duragao em diferentes duragdes e intensidades sobre leucdcitos totais,
numero e capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais. Método: Foram utilizados ratos Wistar (n= 30, n= 6 por grupo),
divididos em 5 grupos: controle sedentario (C); exercitados 5 minutos na intensidade leve ou moderada (5L e 5M,
respectivamente); exercitados 15 minutos na intensidade leve ou moderada (15L e 15M, respectivamente). Na intensidade leve,
o exercicio foi realizado sem cargas; na moderada, foi utilizada carga adicional de 5% do peso corporal dos animais em suas
regides dorsais. A contagem total de leucdcitos e monoécitos foi realizada no microscopio, cuja leitura foi procedida no aparelho
LEUCOTRON TP. A porcentagem da fagocitose foi determinada por contagem em camara de Neubauer através do namero de
células que fagocitaram trés ou mais particulas de zymosan. Foram utilizados os testes ANOVA two way e Tukey com p< 0,05.
Resultados: Foi observado aumento nos leucécitos totais nos grupos exercitados (de 4,12 + 0,17 x 10° para 8,69 + 1,06 x 10° no
grupo 5L, 9,5+ 0,91 x 10° no grupo 15L, 12,56 + 0,9 x 10° no grupo 5M e para 11,61 + 0,6 x 10°no grupo 15M); aumento do naumero
de macrofagos peritoneais apos 15 minutos de exercicio moderado (de 14,07 + 0,57 x 10° para 20,9 + 1,28 x 10°) e da capacidade
fagocitaria apos 5 e 15 minutos de exercicio leve de 74,8 + 0,73% para 79,8 + 0,8% e 83% + 0,44%, respectivamente (p< 0,05).
Conclusoes: O exercicio de curta duragdo promove aumento na capacidade fagocitaria, fato esse de relevancia para a reabilitagdo
e esporte.
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ABSTRACT

Acute effects of short-duration exercise on the phagocytic capacity of peritoneal
macrophages in sedentary rats

Objective: To analyze the acute effects of short-duration exercise of different lengths and intensities on total leukocytes, peritoneal
macrophage count and on the phagocytic capacity of peritoneal macrophages. Method: Five groups of Wistar rats were used
(n= 30, n= 6 per group): one sedentary control group (C); two groups exercised for 5 minutes at low or moderate intensity (5L
and 5M, respectively); and two groups exercised for 15 minutes at low or moderate intensity (15L and 15M, respectively). Low-
intensity exercise was done without any load, while moderate-intensity was done with an additional load of 5% of the animal’s
body weight, attached to its back. The total leukocyte and monocyte counts were obtained under a microscope, and the
readings were made with the Leucotron TP apparatus. The percentage phagocytosis was determined by counting in a Neubauer
chamber, from the number of cells that phagocytized three or more particles of zymosan. Two-way ANOVA and Tukey tests were
used, with p< 0.05. Results: There was an increase in total leukocytes in the exercised groups (from 4.12 + 0.17 x 10° to 8.69 +
1.06 x 10° for 5L, 9.5 £ 0.91 x 10° for 15L, 12.56 = 0.9 x 10¢ for 5M and 11.61 + 0.6 x 10° for 15M), an increase in peritoneal
macrophage count after 15 minutes of moderate exercise (from 14.07 + 0.57 x 10° to 20.9 + 1.28 x 10°) and an increase in phagocytic
capacity after 5 and 15 minutes of light exercise (from 74.8 £ 0.73% to 79.8 + 0.8% and 83% + 0.44%, respectively) (p< 0.05).
Conclusion: Short-duration exercise promotes increased phagocytic capacity. This is of importance for rehabilitation and sports.

Key words: physical exercise; immunological system; macrophages; phagocytic capacity.
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INTRODUCAO

A fisioterapia ¢ uma area de atuagdo que, em sua pratica
diaria, utiliza o exercicio fisico como ferramenta importante
de intervencdo tanto do ponto de vista preventivo quanto
terapéutico. Assim, para alguns profissionais da area da saude,
em destaque o fisioterapeuta, o professor de educacao fisica
e 0 médico do esporte, aspectos envolvendo o exercicio fisico
se fazem necessarios para serem investigados como objeto
de estudo, particularmente os relacionados ao sistema
imunologico, considerando a importancia deste frente as
respostas ao exercicio.

Assim, intensidade, duragdo e freqiiéncia do exercicio
exercem papel-chave na determinacdo das respostas imunes
a um esforco, podendo aumentar ou reduzir a fung¢io
imune'. Enquanto o exercicio moderado regular ¢ comumente
associado com a diminuic@o da susceptibilidade a infecgdes,
o exercicio exaustivo de longa duracdo tem sido associado
com sintomas de imunossupressao transitoria, com aumento
da susceptibilidade a infec¢des*®. Essas respostas sdo
altamente dependentes da habilidade dos leucocitos em
migrarem do sangue para os tecidos periféricos em locais
de inflamagdo. A migragdo, rolamento, ativacao e forte adesdo
dos leucocitos compreendem o classico paradigma do
recrutamento inflamatorio celular’.

Neste contexto, o estresse induzido pelo exercicio pode
estimular a capacidade fagocitaria de macréfagos e neutrofilos,
no entanto, pouco se sabe sobre a influéncia do exercicio
fisico de curta duracdo sobre estes pardmetros imunes,
especialmente no caso do exercicio leve e moderado que vem
sendo praticado pela populagdo em geral, visto que, devido
as mudangas nos padrdes de vida e jornada de trabalho, os
individuos t€ém menor tempo disponivel para a pratica do
exercicio®’.

Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos
agudos do exercicio fisico de curta duracdo com 5 e 15
minutos nas intensidades leve e moderada sobre leucocitos,
numero e capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais
em ratos sedentarios.

METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar
(Rathus novergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia), com
dois meses de idade, obtidos do biotério central. Os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola),
receberam agua e alimentacdo ad libitum. O ambiente foi
mantido com temperatura constante de 23°C + 2°C e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. Antes de iniciar o periodo
experimental, os animais permaneceram por 48 horas em
adaptacdo as condigdes do biotério de pesquisa. O presente
estudo foi aprovado pela Comissio de FEtica na
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Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos
(n® protocolo: 017/06).

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos (n= 6 por
grupo), sendo estes: (1) grupo controle sedentario, que ndo
teve nenhum contato com a agua (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 (SM) e (5) grupo exercitado
15 minutos na intensidade moderada (15M).

Protocolo experimental

O exercicio fisico utilizado foi a natagdo, realizada em
um tanque com a temperatura de 32°C. Todos os animais
eram sedentarios, sendo que os animais submetidos ao
exercicio realizaram apenas uma sessao de natagdo, sendo
esse de 5 ou 15 minutos na intensidade leve ou moderada.
Para realizagdo do exercicio na intensidade moderada, cargas
adicionais com 5% do peso corporal dos animais foram
acopladas em suas regides dorsais, o que corresponde a uma
intensidade abaixo do limiar anaerébio®°, sendo que no
exercicio de intensidade leve ndo se fez uso de cargas
adicionais. Os animais dos grupos experimentais foram
submetidos separadamente ao exercicio fisico e sacrificados
de 3 a 4 minutos ap6s o final das sessdes de exercicio para
analise das variaveis sanguineas e teciduais, as quais foram
realizadas no mesmo periodo do dia (entre 14 e 17 horas).
Vale destacar que os animais de todos os grupos, incluindo
o grupo controle, foram submetidos a mesma influéncia do
ritmo circadiano hormonal, visando, com isso, minimizar
possiveis alteragdes fisiologicas decorrentes de coletas
realizadas em momentos diferentes do dia.

Leucdcitos totais

Apos o sacrificio dos animais, o sangue foi colhido em
tubo de vidro que continha EDTA - anticoagulante para
hematologia (100 pl para 3,5 ml de sangue); uma aliquota
de 10 ul do sangue foi retirada e colocada em um tubo de
plastico com 190 pl do corante TURKEY (Cat. No. 8002-
33-3, Sigma, St. Louis, MO, USA). Com uma pipeta, o tubo
foi homogeneizado e a camara de Neubauer foi preenchida,
sendo realizada a contagem total dos leucocitos no
microscopio (Calculo: nimero encontrado na soma dos 4
quadrantes + 4 (nimero de quadrantes) x 20 (diluigdo)
= namero x 10%). Os resultados foram expressos x 10°,
seguindo as descrigdes de Dornfest et al.'®.

Contagem de mondcitos

O sangue foi colhido em tubo de vidro que continha
EDTA (100 pl para 3,5 ml de sangue). O tubo foi
homogeneizado para realizacdo do esfregaco; em uma lamina
(preparada 24h antes), foram colocados 7,5 ul de sangue
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e com a lamina extensora a gota de sangue foi pressionada
com angulo de 45° em relagdo a extremidade, sendo realizado
o esfregaco. A lamina foi seca a temperatura ambiente
(2 a 3 minutos) sendo feita a coloragdo (foram colocados
sobre a lamina de esfregaco 3ml MAY GRUNWALD e
GIEMSA, corantes, Cat. No. 32856, Sigma, St. Louis, MO,
USA). Apds 4 minutos, foram adicionados 5 ml de agua
destilada na lamina e 2 minutos foram esperados; a lamina
foi lavada com agua corrente e posicionada de forma inclinada
para secar em temperatura ambiente. Apos a secagem, a leitura
foi procedida em microscopio 6tico, com aumento de 100
vezes, sendo a contagem registrada no aparelho LEUCOTRON
TP para determinacdo do percentual de monocitos circulantes.
Essa metodologia foi realizada acompanhando as especificagdes
propostas por Dornfest et al.'?.

Macrdéfagos peritoneais

Foram injetados 10 ml de PBS com pH de 7,2 no
peritdonio do animal, sendo feita uma massagem seguida de
corte longitudinal para coleta do liquido injetado; com uma
pipeta de Pasteur o liquido da cavidade peritoneal foi coletado.
Posteriormente, o liquido foi colocado em um tubo de ensaio
e centrifugado por 1 minuto a 2000 rpm até a formagao do
Pelet; o sobrenadante foi descartado e o Pelet ressuspendido
em 10 ml de PBS (diluig@o 10x) tubo 1; foi extraido 1 ml da
amostra do tubo 1, colocado em outro tubo e acrescentado
9 ml de PBS, tubo 2 (dilui¢do 10x); 100 ml da amostra do
tubo 2 foram colhidos e colocados em um tubo de plastico.
Nesse tubo de plastico foram adicionados 100 ml de Triplan
Blue e o contetido foi homogeneizado com pipeta (dilui¢ao
2x). Em seguida, a camara de Neubauer foi preenchida e feita
a contagem do niimero total de macréfagos peritoneais no
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microscopio (Calculo: nimero encontrado na soma dos 4
quadrantes, 4 (nimero de quadrantes) x 50 (dilui¢do = 10
x 10 x 2) = nimero x 10%). Os resultados foram expressos
x 108, conforme descrito por Pithon-Curi et al.!'.

Capacidade fagocitaria de macrofagos peritoneais

Os macro6fagos foram incubados com 10ml de PBS
contendo zymosan (zymozan: 50ul, Cat. No. Z-7250, Sigma,
St. Louis, MO USA) por 30 minutos a 37°C; apds a incubagéo
foi extraida uma aliquota de 100 pl, colocada em tubo de ensaio
de plastico e adicionados 100 ul de triplan blue; a camara de
Neubauer foi preenchida e 100 células (macréfagos) foram
contadas e, dentre essas, quantas incorporaram o Zymozan;
a incorporacdo so foi valida quando, no minimo, 3 particulas
de Zymozan tinham sido incorporadas; o valor encontrado
expressou o percentual de macréfagos peritoneais que
incorporaram no minimo 3 particulas de zymozan de acordo
com as descri¢des metodologicas de Pithon-Curi et al.!.

Anédlise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + Erro-
padrao da Média (EPM). A analise estatistica foi realizada
inicialmente pelo teste de normalidade Kolmorogorov-Smirnov
e pelo teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Todas
as variaveis analisadas apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade, sendo utilizada a Anova two way (levando-
-se em consideracdo as variaveis intervenientes intensidade
x dura¢do) e quando a diferenca apresentada era significante,
aplicou-se o teste de Tukey post hoc para as comparagdes
multiplas e teste F. Em todos os célculos foi fixado um p<
0,05. O software utilizado em todos os testes estatisticos foi
o Statistica® 6.1.
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Figura 1. Leucdcitos totais. Os resultados sdo expressos pela média + erro-padrdo da média; *quando comparado com o grupo controle; # quando
feita a comparagdo entre os grupos da mesma duragdo, porém com intensidades diferentes.
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Figura 2. Percentual de mondcitos circulantes. Os resultados sdo expressos pela média + erro-padrdo da média; *quando comparado com o grupo
controle; # quando feita a comparacgéo entre os grupos da mesma duragdo, porém com intensidades diferentes.

RESULTADOS

Leucdcitos totais e nimero de mondcitos

Quando realizada a comparacao dos grupos exercitados
em curta duracdo nas intensidades leve e moderada com o
grupo controle, foi possivel observar um aumento significativo
nos leucocitos totais em todos os grupos exercitados, sendo
esses 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 comparagdo
entre grupos exercitados, foi constatada leucocitose
estatisticamente significante no grupo que se exercitou por
cinco minutos na intensidade moderada em relacdo ao grupo
cinco minutos na intensidade leve, sendo este valor 44,53%
maior (p= 0,0244) (Figura 1).

Na contagem de mondcitos, observou-se aumento de
68,42% e 84,21% nos grupos 5L e 15L (p= 0,0008 e
p= 0,0001), respectivamente em relacdo ao controle. Na
comparacao entre 0s grupos experimentais, foi observada
diminuicao de 52,38% no percentual de mondcitos circulantes
no grupo 5M em relacédo ao grupo 5L (p=0,0052), bem como
no grupo 15 minutos exercitado na intensidade moderada,
o qual apresentou um percentual de monécitos 169,23%
menor em relacdo ao grupo que utilizou a intensidade leve
(p= 0,00008) (Figura 2).

Numero total e capacidade fagocitaria de macrdéfagos

Foi observado aumento significativo de 32,68% no
namero total de macr6fagos peritoneais no grupo 15M em
relagdo ao controle (p= 0,0012). Na comparacdo entre 0s
grupos exercitados, foi observada redugéo estatisticamente

significante de 34% nos macréfagos teciduais somente no
grupo cinco minutos moderado em relagdo a cinco minutos
leve (p=0,0021) (Figura 3). Na capacidade fagocitaria, 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 comparag&o entre grupos,
foi constatada capacidade fagocitaria 6,4% menor no grupo
cinco minutos moderado em relagdo ao grupo que se exercitou
na mesma duracdo em intensidade leve (p= 0,0032)
(Figura 4).

DISCUSSAO

A prescricdo do exercicio fisico tem sido utilizada como
ferramenta de intervencdo pelos profissionais da area da sadde,
especialmente pelos fisioterapeutas e educadores fisicos com
0 objetivo profilatico, terapéutico e/ou de aptidao fisica. No
entanto, existem poucas evidéncias com relacdo as respostas
fisioldgicas do exercicio de curta duracdo, principalmente
no que concerne a resposta imune, visto que os fatores
imunolégicos estdo diretamente ligados com a salide em geral.

A leucocitose ocorre em resposta ao estresse fisico
agudo, assim como em exercicios fisicos intensos e de curta
duracdo, sendo um fenémeno bem documentado na
literatura®2. Os efeitos desse tipo de exercicio fisico sobre
0 aumento no numero de leucdcitos circulantes sdo mediados,
pelo menos em parte, pela ativacdo do sistema nervoso
simpatico®® e aumento agudo dos niveis plasmaticos de
catecolaminas durante o exercicio®. A leucocitose pode
aumentar linearmente de acordo com a elevacao da intensidade
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Figura 3. Numero total de macréfagos peritoneais. Os resultados sdo expressos pela média do nimero de leucdcitos e percentual de células +
erro-padréo da média; *quando comparado com o grupo controle; # quando feita a comparagdo entre os grupos da mesma duragdo, porém com

intensidades diferentes.

do exercicio, que podera também promover maior resposta
das catecolaminas®?'4,

Essa leucocitose induzida pelo exercicio fisico foi
encontrada neste trabalho através dos aumentos significantes
detectados no nimero de leucdcitos totais circulantes em todos
0s grupos exercitados quando comparados ao grupo controle
nado exercitado. Corroborando com os autores'?4, os grupos
5 e 15 minutos que utilizaram intensidade maior (moderada)
apresentaram leucocitose percentualmente maior em relacédo
aos grupos de intensidade leve.

Os mondcitos sdo precursores dos macréfagos na
circulacdo e eles podem ser encontrados livres ou
marginados®™. No caso do exercicio fisico, tem sido
observado aumento no nimero de monécitos como resultado
da desmarginacdo mediada por catecolaminas que sao liberadas
durante esse tipo de atividade®®. Estes dados também foram
observados neste estudo, cujo percentual de mondcitos
aumentou somente nos grupos exercitados na intensidade
leve, possivelmente devido ao mecanismo citado acima.

O exercicio extenuante diminui 0 nimero de macroéfagos
peritoneais em ratos, e a magnitude deste efeito é positivamente
correlacionada com a concentracdo de corticosterona
plasmaética®. Para entender a relevancia fisiologica dos
glicocorticoides em mediar os efeitos do exercicio sobre o
numero total de macrofagos peritoneais, a resposta com
diferentes concentracdes de corticosterona foi mensurada
em ratos'’. Parece existir uma concentragdo fisioldgica na
qual os glicocorticéides podem estimular macrofagos, de
acordo com a idéia de que baixos niveis de glicocorticdides
podem realcar a imunidade ao invés de suprimi-lat®t718, A

inibicdo da funcdo de mondcitos e macrdfagos requer que
o fagécito mononuclear seja exposto a uma saturagdo de 50%
ou maior dos receptores de glicocorticéides disponiveis por
pelo menos 24 horast.

Neste estudo, encontrou-se aumento na quantidade de
macr6fagos peritoneais no grupo que realizou o exercicio
durante 15 minutos em intensidade moderada, quando
comparado ao grupo controle, conforme encontrado por
Ortegal. Além disso, foi encontrada maior capacidade
fagocitaria nos grupos exercitados cinco e quinze minutos
em intensidade leve, conforme encontrado por outros
autores® 618, O exercicio pode modular o nimero e a fungédo
das células do sistema imune inato, neste caso, aumentando
a capacidade fagocitaria de macrdfagos peritoniais no exercicio
de curta duracéo e intensidade leve. Assim, o presente estudo
demonstra que o exercicio com duracdo de até 15 minutos
em intensidade leve pode melhorar a funcdo imune por meio
do aumento da capacidade fagocitaria. Esse fato é de extrema
importancia para os profissionais envolvidos com a prescri¢do
de exercicio, uma vez que esse tipo de atividade produz
beneficios para o sistema imune e assim pode ser utilizada
como modalidade segura e eficaz na reabilitacdo. O aumento
na concentracdo de glicocorticdides, catecolaminas, prolactina,
hormdnios da tiredide e B-endorfinas podem aumentar a
capacidade fagocitaria de macréfagos, sendo que essas
substancias podem ser estimuladas pelo exercicio fisico®.
Neste sentido, Ortega et al.’®, ao avaliarem ciclistas durante
todo periodo competitivo, observaram aumento na capacidade
fagocitaria em relacdo aos valores basais. Adicionalmente,
0 aumento da capacidade fagocitaria em ciclistas mostrou
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Figura 4. Capacidade fagocitaria de macréfagos peritoneais. Os resultados sdo expressos pela média do nimero de leucécitos e percentual de
células + erro-padrao da média; *quando comparado com o grupo controle; # quando feita a comparagéo entre 0s grupos da mesma duragao, porém

com intensidades diferentes.

forte correlacdo com as concentracdes de catecolaminas.
Esses dois parametros, em conjunto, sdo considerados bons
indicadores da funcdo imunoldgica, ndo apenas em atletas,
como também na populacdo em geral. Corroborando esses
resultados, foi encontrado que atletas de basquetebol possuem
maior capacidade fagocitaria do que individuos sedentarios®.
Dessa forma, a intensidade do exercicio fisico se mostra um
fator determinante da funcéo imunolégica, sendo essa resposta
diferente dependendo da populagédo envolvida.

No presente estudo, embora ndo tenha aumentado o
numero total de macrofagos peritoneais, o exercicio fisico
de curta duracdo na intensidade leve aumentou a capacidade
fagocitaria dessas células. Possivelmente, os efeitos de outras
sessOes de curta duracdo podem auxiliar no aumento da
protecdo imunolégica do organismo, ndo como adaptacéo
cronica, mas como efeitos agudos somados, visto que a
capacidade fagocitaria de macréfagos 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 fagocitaria de macrdfagos peritoneais em relacdo
a intensidade moderada, como também verificado por Ortega
et al.?t, diferentemente do que pode ser encontrado em
atletas'®?, Esse resultado é interessante, pois pode ser utilizado
como parametro na aplicacdo do exercicio fisico para
individuos sedentarios e/ou portadores de patologias limitantes,
fato esse de extrema importancia para a fisioterapia.

CONCLUSOES

O exercicio fisico de curta duracdo realizado em
intensidade leve contribuiu principalmente para a manutencéo
do nimero e o aumento da capacidade fagocitaria de
macrofagos teciduais, possibilitando uma melhora da funcéo
imune. Sendo assim, sugere-se que 0 exercicio com duracdo
de 5 a 15 minutos na intensidade leve possa ser utilizado na
prética de forma segura e eficaz pelos profissionais envolvidos
com a prescri¢cdo do exercicio voltado para a salde.
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