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O estresse sistémico induzido pelo exercicio libera substancias bioativas determinantes
da mobilizag¢do neutrofilica. A crioterapia diminui a reag¢do inflamatoria e atenua a
elevagdo da perfusdo sanguinea induzida pelo exercicio. O objetivo deste trabalho foi
analisar a influéncia da hipotermia decorrente da crioimersdo corporal (CIC) imedia-
ta ao esforco fisico agudo nas concentragoes neutrofilicas e linfociticas no sangue. Os
ratos do grupo controle (Al) foram mantidos em repouso enquanto os do grupo All
Sforam submetidos ao protocolo de CIC a 10°C por 10 minutos. Enquanto os animais
dos grupos BI, BII, BIIl e BIV realizaram o esfor¢o fisico agudo (EFA) em agua a 31°C
durante 100 minutos com sobrecarga corporea de 5% do peso corporal, os dos grupos
CI, CII, CIll e CIV foram submetidos ao EFA seguido imediatamente de CIC. Nos
grupos B e C, os animais foram sacrificados nos periodos de 06 (1), 12 (1), 24 (III) e
48 (1V) horas posteriores ao EFA. Através da microscopia optica realizou-se a conta-
gem dos neutrofilos e linfocitos. Utilizou-se do Teste T Student para andlise estatistica
considerando-se nivel de significancia p < 0,05. Observou-se uma significativa neutrofilia
nos grupos All, BI, BIl, BIll, BIV, CI, CII e CIII em rela¢do a Al, diferentemente do
grupo CIV, que apresentou quantidade de neutrofilos igual ao grupo controle. Os
valores de linfocitos nos grupos BII, BIII, BIV, CI e CII foram significativamente
menores do que Al, e nos grupos AIl, BI, CIII e CIV foram iguais a Al. A neutrofilia e
a linfopenia posteriores ao intenso exercicio agudo sdo mantidas por 48 horas ou mais,
porém, mediante a aplicagdo da crioimersdo corporal imediata ao exercicio, sdo
normalizadas em 24 horas. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2008,30(6):470-474.
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Introdugao teciduais.! A realizacao do esforgo fisico pode produzir trau-
ma muscular e esquelético seguidos da reag@o inflamatoria

O estresse sistémico induzido experimentalmente pelo local, porém, com a repeti¢ao do estimulo estressor, a infla-
esforgo fisico repetitivo libera substancias bioativas que de- magao local pode generalizar-se na sindrome da resposta
terminam a mobilizagdo neutrofilica e a capacidade funcio- inflamatoria sistémica (SIRS).>* Em humanos, os sinais e
nal, podendo atingir 6rgdos susceptiveis a partir das lesdes sintomas indicativos da presenca da Sindrome da Resposta
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Inflamatoria Sistémica sdo: temperatura corporal excedente a
38°C; frequéncia cardiaca superior a 90 batimentos por minu-
tos; frequéncia respiratoria superior a 20 incursdes por mi-
nuto; contagem de leucécitos superior a 12.000 células/pl;
neutrofilos imaturos em quantidade superior a 10%.!

O aumento no numero de leucdcitos no sangue comu-
mente mediante a agressao, pode ocorrer em até duas ou trés
vezes a mais o valor normal, apds um minuto de exercicio
extremamente intenso, ou apos uma injegao de noradre—nalina.
Aproximadamente uma hora ap6s o esforgo fisico, a neu-
trofilia fisiologica volta ao normal, devido ao fato de que a
maior parte dos leucdcitos esta novamente aderida a parede
dos vasos, reduzindo-se a magnitude do compartimento
leucocitario central ou circulante.? A aplicagdo de agua gela-
da pelo periodo de 10 minutos mostra-se efetiva, sob uma
temperatura entre 10° a 15°C, podendo-se sustentar a redu-
¢éo térmica local sem comprometer a pele,* além de estabele-
cer um decréscimo da reag@o inflamatoria em situagdes expe-
rimentais.’ Através da comparagdo das imagens entre 0s
dorsiflexores nao submetidos a aplicagao de bolsa de gelo
com aqueles em que se aplicou tal procedimento apds a rea-
lizagdo do esforgo fisico de dorsiflexdo, observou-se que o
resfriamento atenua a elevagdo da perfusdo induzida pelo
esforgo fisico.®

Partindo-se do preceito de que a realizagdo de um es-
forgo fisico exaustivo pode predispor o organismo a um qua-
dro de neutrofilia associada a linfopenia, ¢ provavel que a
imersdo em agua gelada imediatamente apos a realizagdo do
referido esforgo fisico exaustivo por um determinado tempo
possa interferir nas respostas neutrofilica e linfocitica. Obje-
tivo: Analisar a influéncia da hipotermia decorrente da
crioimersao corporal (CIC) imediata ao esforgo fisico agudo,
nas concentragdes sanguineas de neutrofilos e de linfocitos.

Material e Método

Os dos grupos C foram submetidos ao EFA, seguido imedia-
tamente da CIC e sacrificados nos diferentes periodos poste-
riores ao EFA, da mesma forma que os animais dos grupos B.

Crioimersdo corporal (CIC): Os animais foram indivi-
dualmente imersos na agua até a regido axilar, em um recipi-
ente cilindrico de plastico, com 15 cm de didmetro por 30 cm
de altura. A referida imersdo ocorreu durante 10 minutos con-
tinuos, sendo que a agua utilizada foi mantida constante-
mente na temperatura de 10°C.

Esforco fisico agudo: O EFA do tipo natagao foi reali-
zado em tanque apropriado com agua a 31°C com duragao de
100 minutos, sob uma intensidade relativa a sobrecarga
corpdrea equivalente a 5% do peso corporal, de acordo com
protocolo utilizado em outros estudos.”*%3!

Coleta e andlise de material biologico: Ao final do
periodo experimental foram coletadas amostras de sangue
por punc¢do cardiaca, com os animais sob efeito anestésico
decorrente da associagdo de 0,5 ml de ketamina (Pfizer do
Brasil Ltda, SP, Brasil) a 0,1 ml de xilasina (Bayer do Brasil
Ltda, SP, Brasil). Para a analise das concentragdes de leuco-
citos foi utilizada uma pipeta para separagéo de sangue total
diluido em solugdo de Turk, agitando-se por trés minutos. A
solugdo era gotejada na cdmara de Neubauer para a conta-
gem de leucocitos totais, utilizando-se de um microscopio
optico. Para a contagem diferenciada dos leucécitos foram
confeccionadas laminas de esfregaco sanguineo corado com
Leishman.?

Andalise Estatistica: Todos os valores obtidos foram
tratados estatisticamente na obten¢do de médias pondera-
das, com os valores de Erro Padrao da Média conhecidos, e
a significancia da diferenca avaliada através do Test de
Student, onde o nivel de significancia (*) considerado foi de
p<0,05.

Tabela 1. Percentuais médios de neutréfilos + Erro Padréo da Média

O presente estudo foi realizado mediante a

nos diversos grupos

sua prévia aprovagdo pelo Comité de Etica em All ] BII BIll  BIV Cl Cll Ccll CIvV
Pesquisa (CEP) da Universidade de Franca, 2817 3413 29+2 26+1 33+2 635 414 2812 18+2
protocolada com o niimero 004/06 em 16/08/2006. Al

Foram utilizados 50 ratos machos da linhagem 013 003 003 000 000 000 000 004 083
Wistar, pesando 300 gramas em média. Os ani- 1842 * * o o o o *

mais foram distribuidos aleatoriamente, cinco a
cinco, nos grupos controle Al e All; de exercicio
BI, BII, BIII e BIV; de exercicio seguido de
crioimersdo CI, CII, CIII e CIV. Enquanto os ani-
mais do Al foram mantidos em repouso sob tem-

Onde (*) e (**) representam respectivamente: diferenga significativa com p < 0,05
e diferencga fortemente significativa com p < 0,01

Tabela 2. Percentuais médios de linfocitos + Erro Padrao da Média

nos diversos grupos

peratura ambiente (T°A), os do grupo All foram All BI BIl Bl BIV Cl Cll cir Civ
submetidos a crioimersdo corporal (CIC). Osra- 71£7 65x4 70x2 73x1 651 36x4 59+5 70£2 801
tos do grupo B foram submetidos ao EFA ¢ em Al

seguida mantidos em repouso a temperatura 014 006 004 001 000 000 000 004 087
ambiente até o momento do sacrificio para a co- 80+2 o o o b *

leta de sangue que ocorreu 06 (BI), 12 (BII), 24
(BIIT) e 48 (BIV) horas apos o exercicio fisico.

Onde (*) e (**) representam respectivamente: diferenca significativa com p < 0,05
e diferenca fortemente significativa com p <0,01
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Resultados

De acordo com os dados da Tabela 1, em relagdo a
concentragdo de neutréfilos do grupo controle (Al), ocor-
reu um significativo aumento de neutréfilos nos animais
submetidos apenas a crioimersao (All), assim como naque-
les animais submetidos ao esfor¢o fisico agudo intenso
desde as seis primeiras horas (BI) até 48 horas (BIV) poste-
riores. Porém, o aumento de neutrofilos nos animais subme-
tidos ao esforco fisico agudo seguido de crioimersio cor-
poral foi mantido desde as seis primeiras horas (CI) até 24
horas (CIII), normalizando-se em 48 horas (CIV), diferente-
mente daqueles animais ndo submetidos a crioimersao pos-
esfor¢o fisico agudo intenso, nos quais a neutrofilia ¢
mantida por até 48 horas ou mais. Comparativamente com a
concentragado linfocitica dos animais do grupo controle (Al),
a significativa redug@o desta células nos animais submeti-
dos ao esforgo fisico agudo intenso (grupos B) ocorre ini-
cialmente com 12 horas e ¢ mantida até 48 horas apds a
realizagdo do referido esfor¢o. Nos animais submetidos ao
esforgo fisico agudo intenso seguido de crioimersdo cor-
poral (grupos C) observa-se uma significativa reducao
linfocitica da 6* hora (CI) até a 12? hora (CII), retornando
aos valores normais em 24 horas e mantendo-se dentro da
normalidade.

Discussao

O exercicio fisico gera um desvio do estado de home-
ostase organica, levando a reorganizagao da resposta de di-
versos sistemas, dentre eles o sistema imune, sendo que esta
resposta imune devera ser proporcional a dimensao do esti-
mulo recebido.’ Ao considerarmos a rela¢do entre intensida-
de-duragdo-frequéncia, varias formas de atividade fisica es-
tdo associadas a elevagdo de alguns marcadores inflamato—
rios, tais como a Proteina C reativa ¢ os niveis das células
leucocitarias.” Isto porque substincias bioativas liberadas
mediante o estresse sistémico induzido experimentalmente
pelo esforco fisico repetitivo sdo capazes de determinar a
mobilizagdo neutrofilica.! Os mecanismos que modulam a res-
posta imune ao exercicio podem ser divididos em trés gru-
pos: hormonais,'"'? metabdlicos'® e mecanicos. '

Dentre os fatores metabolicos e mecanicos devemos
citar a glutamina, que ¢ um aminoacido fundamental no me-
tabolismo das células musculares e do sistema imune," a
hipdxia, hipertermia'? e, finalmente, a lesdo muscular gera-
dora do processo inflamatorio localizado.'* Dentre os prin-
cipais horménios que atuam no sistema imune durante o
exercicio estdo as catecolaminas (epinefrina), o cortisol,
horménio do crescimento (GH) e os peptideos opidides
(endorfinas).!® Altera¢des nas concentragdes dos hor—
monios catecolaminicos e do cortisol'® levam a uma redis-
tribui¢ao dos leucocitos, caracterizando um efeito imunos-
supressor.'’
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O esforgo fisico de alta intensidade ¢ geralmente acom-
panhado por alguns sintomas, como: fadiga, distirbios do
sono, perda de peso, dores de cabega,'® além de promover
modificagdes na concentragio, proporcao e fungdes das cé-
lulas brancas do sangue, especialmente nos leucdcitos
polimorfonucleares, nas células NK e nos linfocitos.'® Por-
tanto, o esfor¢o fisico de alta intensidade pode causar lesdo
tecidual associada a liberagdo de mediadores quimicos da
inflamagao, elevagdo da producdo dos hormonios do
estresse, alteragdes na quantidade e funcdo das varias célu-
las circulantes do sistema imunologico, como a mobilizagdo e
ativagdo dos leucocitos, além da elevacdo da producao de
radicais livres, provocando o estabelecimento do estresse
oxidativo.'*? Individuos sedentarios submetidos a trés dife-
rentes modelos de esforgo fisico, ambos com duragao de 120
minutos sob uma intensidade relativa a 60% do consumo
maximo de oxigénio (VO, mdx), apresentaram leucocitose (com
aumento de neutrofilos e mondcitos) por trés horas apos
esforgo fisico.?!

A resposta dos neutrofilos polimorfonucleares a uma
sessdo unica de exercicio estd na dependéncia da intensi-
dade deste. A neutrofilia imediata ao exercicio ¢ decorrente
da desmarginacdo provocada por alteragdes hemodinamicas,
como a elevagdo do débito cardiaco, associada a agao de
catecolaminas.?'*? Estes dois aspectos movimentam o0s
polimorfonucleares ao longo dos vasos sanguineos, inclu-
indo os neutréfilos, que estdo geralmente marginados nos
pulmdes, bago e figado.?! Varias horas apds o exercicio ocor-
re um segundo pico de neutrofilia, consequente a mobilizagdo
de células da medula d6ssea em resposta a elevagdo das
concentragdes plasmaticas de cortisol.” O retorno dessas
células a linha de defesa leva cerca de 24 horas, apos a
realizagdo do esforco fisico.?! A neutrofilia mantida por 48
horas ou mais, observada no presente trabalho, demonstra-
nos que o esforco fisico realizado, apesar de agudo, foi de
uma dimensdo no minimo moderada, pois, em relagdo a res-
posta funcional ao exercicio, o trabalho moderado associa-
se a aumento de fungdo do neutrdfilo.* O exercicio de maxi-
ma intensidade estd associado a diminuigdo funcional da
maioria das atividades de neutr6filos. No entanto, a evidén-
cia de que o exercicio progressivo até a exaustdo aumenta a
capacidade fagocitica, associada ao achado de aumento de
atividade de elastase no plasma, indicando degranulagao,
sugere que a supressdo relatada de fungdes neutrofilicas
possa estar relacionada a um periodo refratario pos-exerci-
cio.?* A normalizagdo neutrofilica ocorrida anteriormente ao
periodo de 48 horas, como foi observada junto aos animais
submetidos a crioimersao corporal imediata ao esforgo fisi-
co, pode ser considerada como um fator benéfico mediante
a fragilidade imunologica em que se encontram os organis-
mos submetidos a realizacdo de esforgo fisico de dimen-
soes moderadas a exaustivas.

A linfopenia decorrente do esforgo fisico observada
neste estudo, segundo outros estudos, ¢ causada pela alta
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concentragdo de cortisol, hormonio de crescimento e
catecolamina no plasma. A concentragdo de linfocitos tende
a normalizar-se aos niveis basais, cerca de 24 horas apos a
realizagdo do esforgo fisico, dependendo da relacdo entre os
parametros de intensidade, duragdo e frequéncia do esforgo
fisico realizado.”! Com relago a capacidade funcional, é rela-
tada diminuigao da proliferagao linfocitaria apos exercicios
de alta intensidade, persistindo esta resposta por varias ho-
ras ap6s uma maratona.” A inibi¢ao da proliferagdo linfocitaria
¢ decorrente, principalmente, da a¢do da epinefrina e do
cortisol, como foi observado que, mediante a administragao
de epinefrina in vivo esta associada a redugdo de responsi-
vidade de linfocitos a mitogenos. /n vitro, a estimulagdo de
receptores [3,-adrenérgicos por epinefrina pode inibir a pro-
liferacdo linfocitaria,? a secre¢do de IL-2 e a expressdo de
receptores para IL-2.%7 O cortisol também parece inibir a pro-
liferagdo por agdo direta na célula e por inibi¢ao da produgio
de IL-2.*% Assim como se observou neste estudo em rela-
¢do aos neutrofilos, a normalizagdo linfocitaria ocorrida em
24 horas nos animais submetidos a crioimersao corporal ime-
diata ao esforgo fisico apresenta-se como uma importante
alternativa terapéutica em busca no estado homeostasico,
diferentemente do ocorrido naqueles ndo submetidos a este
procedimento térmico, os quais apresentaram uma linfopenia
permanente por 48 horas ou mais.

As evidéncias disponiveis demonstram que o esforgo
fisico tem efeitos modulatorios importantes sobre a dindmi-
ca de células do sistema imune e, possivelmente, sobre sua
fungdo. Os fatores neuroenddcrinos que atuam na redis—
tribui¢do de células e na liberagdo de citocinas em resposta
ao exercicio fisico parecem também mediar a relagdo entre o
sistema imunoldgico e o esforgo fisico. Porém, os meca-
nismos desta relag@o ainda ndo estdo totalmente elucidados,
incluindo-se o padrao da resposta imunologica do exercicio
agudo.®

Um fator a ser considerado como facilitador da desis-
téncia da pratica esportiva, ou mesmo da queda no desempe-
nho fisico apds exercicio vigoroso, ¢ o conjunto de altera-
¢des no sistema imune que podem ser desencadeadas por
sessOes agudas de exercicios.*® Embora os resultados obti-
dos neste estudo sejam relevantes por serem aparentemente
favoraveis para a minimizagao do estresse organico causado
pelo esforco fisico agudo, é necessario que os mecanismos
determinantes desta normalizagdo leucocitaria mediante a
crioimersao corporal sejam devidamente esclarecidos em es-
tudos posteriores.

Conclusao

A crioimersao corporal em dgua a 10°C por 10 minutos
imediatamente ap6s o esforgo fisico agudo com intensidade
alta pode vir a ser uma importante conduta terapéutica, pois
provoca uma normalizac¢do neutrofilica e linfocitica no perio-
do em torno de 24 horas.
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Abstract

Systemic stress induced by exercise increases bioactive substances
in plasma which leads to neutrophilic mobilization. Cryotherapy
causes a decrease in the inflammatory reaction and attenuates
high blood perfusion after exercise. The objective of this work was
to analyze the influence of cold water immersion (CWI) after acute
exercise on neutrophil and lymphocyte mobilization. A control group
of rats (Al) was kept at rest and a second group (AIl) was submitted
to CWI at 10° C for 10 minutes. The animals of Groups BI, BII,
BIII and BIV were submitted to acute exercise which consisted in
swimming in water at 31° C for 100 minutes with a load equivalent
to 5% of the body weight. Groups CI, CII, CIII and CIV were
submitted to CWI immediately after acute exercise. The animals
were sacrificed at 6 (1), 12 (1), 24 (I1]) and 48 (IV) hours after the
exercise and neutrophil and lymphocyte cells were counted for all
groups by optic microscopy. The Student t-test was used for
statistical analysis with a significance level of p< 0.05. A significant
increase in the number of neutrophils was observed in Groups
All, BI, BII, BIII, BIV, CI, CII and CIII compared to AL The
neutrophil count of the CIV Group was similar to the Control
Group. There was a significant drop in the number of lymphocytes
in Groups BII, BIII, BIV, CI and CII when compared to Group Al
The lymphocyte count of Groups All, BI, CIII and CIV were simi-
lar to the Control Group. The changes in neutrophil and lymphocyte
counts caused by acute exercise were reverted to normal at 24
hours by cold water immersion. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2008;30(6):470-474.

Key words: Exercise, neutrophils; lymphocytes, hypothermia and
cold water immersion.
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