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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito do treino fisico moderado na resposta imunolégica
de ratos submetidos a uma situacdo de contencdo. Ratos machos Wistar
(n=30) foram divididos em né&o-treinados e treinados. Os animais treinados
foram submetidos a um programa de 8 semanas de corrida em tapete
ergométrico (5 dias/semana, 60 minutos/dia a 70% do VOymax). Apds as 8
semanas e 24 horas apés a ultima sessao de treino, metade dos animais de
cada grupo foi submetido, durante 60 minutos, ao stress agudo por contencao.
Os animais treinados ndo apresentaram alteracdo na contagem de leucdcitos
da circulagdo, no arranjo de linfocitos no timo, baco e linfonodos mesentéricos,
nos indicadores de apoptose de linfocitos, na funcéo proliferativa de linfocitos e
fagocitica de macréfagos alveolares. Houve um aumento no percentual de
linfécitos TCD4+ (p<0,05) no sangue e nos linfonodos mesentéricos nos
animais treinados. Por outro lado, os animais ndo-treinados e submetidos a
contencdo apresentaram uma leucopenia, linfopenia, neutrofilia e monocitose.
Houve uma diminuicdo na relacdo de linfocitos TCD4+/CD8+ do sangue,
diminuicdo na composicao celular do timo, do baco e dos linfonodo. Os
resultados revelaram ainda um aumento do numero de linfécitos com
indicadores de apoptose em orgdos linfoides e no sangue. A funcédo
proliferativa de linfocitos do timo e linfonodos e a fagocitica de macrofagos foi
diminuida (p<0.05) e houve um aumento na resposta proliferativa de linfocitos
do baco (p<0.05). Os animais treinados e submetidos posteriormente a
situacdo de contencdo, ndo apresentaram as alteracbes anteriormente
relatadas. As evidéncias disponiveis indicam que o treino moderado tem efeitos
moduladores importantes na dinamica e na funcéo das células imunes quando
0 organismo € sujeito & accao de estimulos agressores. Estes dados sugerem
que o treino fisico atenuou a intensidade das respostas organicas agudas a
situacao de contencédo, induzindo uma tolerancia cruzada ao nivel da resposta

do sistema imune.

Palavras-Chave: Exercicio regular, stress, sistema imunoldgico, tolerancia-

cruzada.



ABSTRACT

This study evaluated the effects of moderate physical training on immune
response of rats submitted to acute restraint stress. Male Wistar rats (n=30)
were randomly assigned to a non-trained and trained groups. Trained animals
were submitted to 8 weeks of a treadmill-running program (5 days/week, 60
minutes/day, 70% of VO.max). After 8 weeks of moderate exercise training and
24 hours post exercise, half of the animals in each group were submitted to
acute restraint stress during 60 minutes. The trained animals did not show any
alteration in the numbers of circulating leukocytes, in lymphocytes of thymus,
spleen, and mesenteric lymph nodes, in the indicators of apoptosis of
lymphocytes, in the proliferative response of lymphocytes, and in the phagocytic
function of alveolar macrophages. There was an increase in the percentage of
lymphocytes TCD4+ (p<0,05) in the blood and lymph nodes of trained animals.
On the other side, non-trained animals and submitted to restraint showed a
leukopenia, lymphopenia, neutrophilia, and monocytose. There was a reduction
in the lymphocyte TCD4+/CD8+ ratio of blood, in the cellular composition of
thymus, spleen, and lymph nodes. Furthermore, the results also showed an
increase in the percentage of apoptotic lymphocytes in the blood, thymus,
spleen, and lymph nodes. The proliferative response of thymocytes and
lymphocytes of lymph nodes was reduced (p<0,05), as well as the phagocitic
activity of macrophages, concomitantly with an increase of proliferative
response of lymphocytes of the spleen (p<0.05). The trained animals submitted
to the acute restraint stress did not showed any alteration when compared to
the non-trained restraint stressed animals.

The evidences available suggest that moderate physical training modulates
important aspects of dynamic and function of immune cells when the organism
is submitted to restraint stress. These data strongly support the concept of
physical training-induced tolerance (cross-tolerance) in the immune response to

an aggressive stressor.

Key-words: Regular exercise, stress, immune system, cross-tolerance



RESUME

Cette étude a évalué les effets de I'entrainement physique modéré sur la
réponse immunne de rats, soumis ou pas au stress de contention. Des rats
Wistar méales (n=30) ont été distribués randomiquement en groupes d’entrainés
ou de pas-entrainés. Les animaux entrainés ont été soumis a un programme de
course pendant 8 semaines, a tapis roulant (5 jours/semaine, 60 minutes/jour, a
70% du VO.max). Apres 24 heures de la derniére session d’ entrainement, la
moitié des animaux dans chaque groupe a été soumise au stress de contention
aigu pendant 60 minutes. Les animaux entrainées n'ont présenté aucune
modification dans le nombre de leucocytes sériques, lymphocytes du thymus,
de la rate et lymphonodes mésentériques, indicateurs d'apoptose de
lymphocytes, réponse proliferative des lymphocytes, ou dans la fonction de
phagocytose des macrophages alvéolaires. Il y a eu une augmentation dans le
pourcentage de lymphocytes TCD4+ (p <0,05) dans le sang et dans les
lymphonodes mésentériques chez les animaux entrainés. Parcontre, les
animaux pas-entrainés qui ont été soumis a la contention ont développé
leucopénie, lymphopénie, neutrophilie, et monocytose. Il y a eu une réduction
dans la proportion des lymphocytes TCD4+/CD8+ du sang, et dans la
composition cellulaire du thymus, rate, et lymphonodes. En outre, nos résultats
ont montré une augmentation dans le pourcentage des lymphocytes avec
I'indication d'apoptose dans le sang, thymus, rate, et lymphonodes. La réponse
proliférative des thymocytes et lymphocytes dans les lymphonodes a été réduite
(p <0,05), ainsi comme l'activité phagocytique des macrophages. Cependant, il
y a eu une augmentation de la réponse proliférative des lymphocytes de la rate
(p <0.05). Les animaux entrainés et soumis a un stress de contention aigu n’ont
présenté aucune altération par rapport aux animaux pas-entrainés et stressés.
Les résultats de ce travail suggerent fortement que I'entrainement physique
induit une tolérance-croisée dans la réponse immunnitaire. Toutefois,
I'entrainement physique atténue significativement lintensité des réponses
organiques aigués au stress de contention.

Mots-clef: régulier exercises, stressés, systéme immunnitaire, tolérance-

croisée
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Introducéo

1. INTRODUCAO

O “estado de stress” diz respeito a condi¢do de alteracdo da homeostase do
organismo em resposta a estimulos percebidos, sejam eles de natureza fisica,
quimica ou psicolégica, e motiva o0 aparecimento de inUmeras alteracbes
organicas, ndo so fisiolégicas mas também comportamentais (Selye, 1955). O
estimulo cognitivo é detectado por um dos cinco sentidos, os quais enviam
informacbes para o cérebro, particularmente para o hipotalamo (Selye, 1955).
Vérias substancias, que funcionam como sinais fundamentais, sdo, entao,
libertadas do hipotdlamo e uma cascata de eventos se sucede, sendo a hipofise o
principal alvo dessas substancias. Na sequéncia, as hormonas hipofisarias
actuarao na tiredide, nas goénadas, nas glandulas supra-renais e em 06rgdos
linféides (Selye, 1971). Em resposta, os 6rgaos linfoides libertardo células imunes
para a circulacdo (Selye, 1955). Tudo indica que o sistema imunolégico seja um
alvo, altamente sensivel, dos mediadores libertados ndo sO pela hipofise e
restantes componentes do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, mas também por
outras glandulas enddcrinas (Ottaviani e Franceschi, 1996). De facto, as células
imunocompetentes parecem possuir a capacidade para produzir e secretar alguns
deles (Gaillard et al, 1994). De forma idéntica ao que acontece em células da
pituitaria, a producdo destas hormonas por células do sistema imune responde, na
maioria dos casos, a factores inibitorios ou estimuladores do hipotalamo, bem
como, a hormonas envolvidas na regulacdo do feedback negativo (Gaillard et al,
1994).

Esta modulacédo do sistema imunologico, induzida pelo stress agudo, ja é
um fendbmeno bem conhecido (Concordet e Ferry, 1993; Millan et al, 1996; De
Castro et al, 1999), estando descrita a ocorréncia de neutrofilia, linfopenia e
monocitose a seguir a exposi¢cdo ao estimulo indutor da situacdo de stress
(Ottaway e Husband, 1994). Estas alteracbes parecem resultar da migracdo de
células para o sangue, via aumento da concentracdo das catecolaminas (Ottaway

e Husband, 1994). Selye (1955) observou que o timo, o bago, os nddulos linfaticos
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e outras estruturas linféides apresentavam intensa reducdo ou atrofia no animal
stressado. Em adicdo, a exposi¢cdo ao frio ou a contencgéo fisica induzem uma
involugdo timica em ratos com consequentes alteracdes na composi¢cdo celular
deste orgao (Selye, 1936b). Apesar de ndo-conclusivos, os estudos sugerem uma
alta correlacéo dos efeitos imunossupressores induzidos pela situacéo de stress e
0 aumento nos niveis de glucocorticoides no plasma (Gillis et al, 1979; Gaillard,
1994; Raberg et al, 1998). Desse ponto de vista, a funcdo das células imunes
também parece ser afectada ap6s um estimulo stressante, uma vez que ha
receptores para glucocorticéides nestas celulas (Gaillard, 1994). Particularmente a
actividade citotoxica de células natural killer (NK) e a proliferativa de linfocitos T e
B parecem ser afectadas (Herbert e Cohen, 1993). A func&o anti-microbiana e
antitumoral de macréfagos/mondcitos parecem também diminuir (Di Rosa et al,
1990). A diminuig&o destas fun¢des tem sido associada a uma maior incidéncia de
infeccdes e ao alastramento de tumores em animais submetidos a condi¢des de
stress prolongado.

A relacdo entre exercicio fisico e saude vem-se consolidando nos ultimos
anos. Estudos clinicos, de ampla abordagem epidemioldgica, tém demonstrado a
alta incidéncia de mortalidade por doencgas cardiovasculares em pessoas
sedentérias (Farrell et al, 1998). Por outro lado, a practica regular de exercicio
fisico tem sido associada a promocao da salde e a prevencdo de numerosas
doencas cronico-degenerativas (Farrell et al, 1998). Para além disso, tém também
surgido na literatura diversos trabalhos relacionando os efeitos do exercicio fisico
com a funcionalidade do sistema imunolégico (Nieman et. al. 1990a; Nieman et. al.
1990b; Fitzgerald 1991; Heath et. al. 1991; Blanning et al 1998). Diferentes tipos
de exercicio fisico parecem provocar alteracdes distintas no sistema imune (Tvede
et al, 1993). Estudos recentes indicam que o exercicio regular moderado pode
melhorar os mecanismos organicos de defesa, enquanto que o treino intenso
parece enfraquecé-los (Nehlsen-Cannarella, 1998; Pyne & Gleeson, 1998;
Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Esta relacdo, entre exercicio fisico e sistema

imune, é complexa e pode ser vista como uma subclasse de uma area cientifica
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maior que € a “imunologia do stress” (Hoffman-Goetz e Pedersen 1994). Neste
sentido, ressalta-se a comunicacdo bidireccional entre o sistema nervoso, o
sistema endocrino e o sistema imunolégico, sugerindo vias autonOmicas e
modulacdo da resposta imune apds uma exposi¢cdo ao stress (Blalock, 1994;
Besedovski et al, 1985).

O exercicio fisico, enquanto modelo indutor de stress fisico, pode actuar em
gualquer instancia ao longo da sequéncia de eventos da resposta imune (Brenner
et al, 1998). Contudo, se esta actuacdo é benéfica ou deletéria podera depender
quer da intensidade quer da frequéncia e duracdo do esforco. Particularmente, o
exercicio fisico moderado e efectuado de forma regular parece estar associado a
uma melhoria de muitas fungbes imunes, parecendo retardar ou até mesmo
prevenir a incidéncia e a progressao de alguns tumores (Smith et al, 1996). Ha
também relatos de uma baixa incidéncia de infeccbes do tracto respiratério
superior em individuos que se exercitavam regularmente (Heath et al, 1991).
Estudos realizados com humanos e animais, sugerem que O aumento de
funcionalidade do sistema imunoldgico motivado por um treino moderado, parece
resultar do aumento (i) da actividade anti-tumoral e citotéxica de macrofagos e de
linfécitos, (i) da actividade antimicrobiana e fagocitica de neutréfilos, e (iii) da
actividade citotoxica de células NK, (Lin et al, 1993; Woods e Davis, 1994; Woods
et al, 1997; Bacurau et al, 2000). Os mecanismos subjacentes a estas respostas
ainda permanecem desconhecidos, mas podem estar associados ao aumento da
tolerancia de células imunes quando expostas a pequenas cargas de stress.

Em muitos 6rgéos (por exemplo, o coracao) e tecidos tem-se demonstrado
gue a resposta a situacdes agressivas parece ser atenuada pelo treino fisico
aplicado previamente, isto €, parece que o treino induz o aparecimento de
tolerancia para outros situacfes agressivas/stressantes de natureza diferente da
do exercicio fisico agudo, tais como a isquemia/reperfusdo e a agressdo quimica,
sendo este fendmeno conhecido por tolerancia cruzada (Kihlstrom et al, 1990, Ji et
al, 1994, Liu et al, 2000).
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Os estudos no campo da imunologia do exercicio descrevem o efeito de
cargas subitas de exercicio fisico a seguir ao treinamento, associando modelos de
stress agudo com o crénico (Baum et al, 1994; Nieman et al, 1995; Bury et al,
1998; Mackinnon, 2000; Mooren et al, 2002; Hayes et al, 2003). Apesar destes
modelos fornecerem dados esclarecedores da resposta imune ao exercicio,
parecem limitar a extrapolacéo dos resultados para outros tipos de stress.

O stress de contencdo, enquanto modelo de stress de origem psicologica,
desencadeia altera¢cbes imunes e um padréo de secre¢cdo hormonal similares aos
demais tipos de estimulos indutores de stress estudados (Manh&es-de-Castro,
1995). Assim, do ponto de vista imunologico, a exposi¢cdo de um animal a situagéo
de contencédo pode inibir muitos aspectos da defesa orgéanica, incluindo actividade
das células NK, a funcdo de macrofagos, a resposta dos linfocitos T e a producao
de anticorpos por linfocitos B, entre outros (Fleshner et al, 1992; Millan et al,
1996). Estas respostas, tal como ja referido, podem ser explicadas, pelo menos
parcialmente, por factores e mecanismos neuro-endocrinos (Gaillard, 1994). Assim
sendo, a utilizacdo de um modelo de stress psicolégico, como a contencao,
poderia esclarecer ou suscitar novos questionamentos a respeito do impacto que o
exercicio fisico regular pode exercer no sistema imune e no estudo da tolerancia
cruzada induzida pelo treinamento.

Tendo em consideragdo o anteriormente exposto, este estudo teve como
objectivo verificar o efeito do treino fisico moderado na intensidade e na qualidade
da resposta imunoldgica aguda ao stress psicoldgico de contencédo. Para tanto,
em ratos treinados e sedentarios, submetidos ou ndo ao stress de contencdo,
foram analisados os seguintes parametros imunes: (1) contagem total e diferencial
de leucocitos e de linfocitos do sangue (2) sub-populacdes de linfocitos em 6rgéos
linféides (timo, baco e linfonodos mesentéricos); (3) indicadores de apoptose de
linfécitos do sangue, timo, baco e linfonodos mesentéricos; (4) indice de
proliferacdo de linfécitos e (5) taxa de fagocitose de macréfagos bronco-

alveolares.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O sistemaimunoldgico: consideracdes gerais

O sistema imunolégico é determinante para 0 combate a
microorganismos invasores, para a remocdo de células mortas e detritos
celulares e para o estabelecimento da memdéria imunoldgica (Schulenburg et al,
2004). Como qualquer sistema, possui uma organizacdo complexa e um
conjunto invariante de relacdes entre os seus componentes (Schulenburg et al,
2004). Também como qualquer sistema, ele opera num meio com o qual

interage. Esse meio é o organismo como um todo, do qual ele € um

componente.

As células que constituem o sistema imunoldgico originam-se a partir de
células hematopoiéticas pluripotentes, localizadas na medula 6ssea, e as
diferenciacdes posteriores ocorrem nao sé ai como também noutros locais
especifico do organismo (Hames e Glover, 1996). As populacdes leucocitarias
compreendem os granulécitos polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e
basofilos), os mondcitos/macréfagos e os linfocitos (linfécitos T, B e células
“natural killer” [NK]).

Os neutréfilos compreendem a sub-populacdo de leucocitos de maior
namero na circulacao (Schulenburg et al, 2004). Sao importantes fagécitos do
sangue e participam na reaccao inflamatoria, sendo sensiveis a agentes
quimiotaxicos libertados pelos mastocitos e basofilos assim como pela
activacao do sistema do complemento (Mabbott, 2004). A leucocitose por
neutrofilia pode indicar uma infeccdo bacteriana ou uma inflamacdo em

resposta a uma lesao tecidual (Schulenburg et al, 2004).

Uma outra linhagem de células fagociticas inclui os mononucleados
mondcitos e macréfagos. Os mondcitos sdo células presentes no sangue
periférico que continuamente se diferenciam em macréfagos apdés migrarem
para os tecidos (Adams e Hamilton, 1992). Os macréfagos estédo presentes em

varios tecidos, 6rgaos e cavidades (Adams e Hamilton, 1992). Estdo envolvidos
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na actividade microbicida e antitumoral e manifestam uma funcdo celular
acessbria como apresentadores de antigénio (Adams e Hamilton, 1992).
Aspectos caracteristicos dos macréfagos incluem a capacidade de aderéncia, a
quimiotaxia, a producdo de espécies reactivas de oxigénio e a citotoxicidade
(Adams e Hamilton, 1992). Sdo também uma fonte de citocinas mediadoras
das reaccdes fisiopatologicas que habitualmente acompanham a lesdo celular
(Boscolo et al 2004).

Os macréfagos sdo células de alto poder fagocitario, reguladas por
outras células (linfocitos T e B) e por mediadores quimicos produzidos pelo
sistema nervoso simpatico (SNS) e pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) [Adams e Hamilton, 1992]. Por exemplo, Zwilling et al (1991) verificaram
que a activacao do eixo HPA suprime a expressao de moléculas do complexo
de histocompatibilidade principal de classe II (MHC 1) em macréfagos
peritoniais de murinos. Da mesma forma, a presenca de glucocorticdéides em
culturas de macrofagos resulta na inibicdo da producdo de espécies reactivas
de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) por estas células (Di Rosa et al, 1990).
Os macrofagos também possuem efeitos pro e anti-inflamatorios e promovem o
desenvolvimento da imunidade mediada por linfécitos (Adams e Hamilton,
1992).

Os linfocitos sdo heterogéneos em tamanho e morfologia (Hames e
Glover, 1996). As diferencas entre estas células sdo observadas quanto a
razd80 nucleo/citoplasma e a presenca ou ndo de granulos citoplasmaticos
(Hames e Glover, 1996). Células de morfologia similar sdo encontradas no
baco, medula 0ssea, linfonodos, timo, e outras areas como as placas de Peyer
(Bode et al, 1997). Os linfocitos podem ser classificados de acordo com seus
marcadores de membrana, reac¢des a estimulos, padrdes de migracao e vida-
média (Hames e Glover, 1996). No timo, ao adquirirem determinadas
caracteristicas, transformam-se em linfécitos T, com marcadores antigénicos
de superficie CD4+ (auxiliar- “helper”) ou CD8+ (supressor e citotdxico)
[Westermann e Pabst, 1996]. Estas células fazem parte da resposta
imunolégica celular e proliferam activamente quando estimuladas pela

interleucina-2 (IL-2) ou concanavalina A (ConA) [Westermann e Pabst, 1996],
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conforme sugerido pela incorporacdo aumentada de [°H] timidina (Tharp e
Preuss,1991).

Apesar de néo sintetizarem imunoglobulinas (Ig), os linfocitos T actuam
como moduladores da resposta imunolégica (Hames e Glover, 1996). Isto se
da através de interaccbes entre os varios tipos de linfocitos T com os
macrofagos e as células dendriticas durante a resposta imunoldgica mediada
por células (Adams e Hamilton, 1992). Os linfécitos B atingem a maturidade
provavelmente na medula 6ssea e sdo precursores das células produtoras de
anticorpos, os plasmaocitos (Hames e Glover, 1996). Quando estimulados por
lipopolissacarideos (LPS) em cultura, estas células passam a proliferar
(DeFranco et al, 1994).

Os linfécitos normalmente presentes na circulacdo e nos tecidos
linféides encontram-se em estado quiescente, situacdo na qual se apresentam
metabolicamente pouco activos (Hames e Glover, 1996). Um estimulo do tipo
invasivo ou neoplasico € capaz de promover a activacdo dessas células,
levando-as a proliferar e a secretar citocinas envolvidas na resposta imune
(Adams e Hamilton, 1992). A mudanca para o estado activado & também
acompanhada por alteragbes metabdlicas nestas células, onde as vias
biossintéticas e energéticas sado estimuladas (Calder e Yaqoob, 1999,
Nascimento et al, 2001).

Ha ainda as células NK, um tipo de linfécito encontrado no sangue.
Estas células sdo conhecidas por desencadearem a defesa precoce contra
certas infecgdes intracelulares e exterminacdo de células tumorais (Adams e
Hamilton, 1992).

A resposta local a uma infeccéo ou tecido lesionado envolve a producéao
de citocinas, que vao facilitar o influxo dos varios tipos de leucécitos para a
regido atingida (Adams e Hamilton, 1992). Para além da sua accdo mediadora
no sistema imune, as citocinas podem também actuar em outros sistemas
modificando, nestes, as suas funcdes (Vizi et al, 1998). Por exemplo, Gulick et
al (1989) verificaram que a interleucina (IL-1) e o factor de necrose tumoral alfa

(TNF-a) suprimem a taxa de contracgdo espontanea e reduzem a actividade

contractii em resposta a estimulacdo B-adrenérgica de cardiomidcitos. Ja
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Dinarello (1994) verificou que a injeccdo sistémica de IL-1 parece aumentar a
excrecao renal de sodio. No que respeita ao sistema nervoso central, o TNF-a
inibe a libertacdo da noradrenalina na eminéncia mediana (Elenkov et al, 1992)
e a IL-2 reduz a accéo da acetilcolina no hipocampo (Hanisch et al, 1993).

O sistema imune parece ser sensivel tanto aos agentes infecciosos
como as alteracdes na homeostasia organica (Besedovsky et al, 1985). As
alteracbes na homeostasia sugerem uma inter-relacdo do sistema imune com
outros sistemas, como o nervoso e o0 enddcrino (Blalock, 1994). Alias, a relagédo
bidireccional entre estes sistemas parece ser o marco do entendimento actual
da actividade imunoldgica, demonstrando a forma multi-conectada com que o
sistema imune actua (Atanackovic et al, 2004). E de ressalvar os experimentos
pioneiros onde se demonstrou, em camundongos, que a resposta imune ao
virus da doenca de Newcastle era acompanhada por um aumento no sangue
da hormona adrenocorticotrofica (ACTH) e de corticosterona (Besedovsky et
al,1985). Algum produto libertado por leucocitos parecia induzir a secrecdo das
referidas hormonas. Em seguida, foi observado que o efeito era neutralizado
por anticorpos anti-IL-1 (Besedovsky et al, 1986). Alias, a injec¢cdo de IL-1 em
camundongos aumentava a concentracdo de ACTH e dos glucocorticéides no
sangue (Besedovsky et al, 1986). Em 1990, Bermudez et al verificaram a
presenca de receptores p-adrenérgicos em macréfagos peritoniais de ratos e
em células linféides. Vizi et al (1998) evidenciaram a presenca de fibras
nervosas simpéticas inervando orgaos linféides. Actualmente, as doengas auto-
imunes e alguns tipos de neoplasias ja ndo sdo mais vistas de forma isolada
mas sim interligadas ou até mesmo dependentes de alteracbes
neuroenddcrinas (Atanackovic et al, 2004; Faure et al, 2004).

Ha muito tempo que se sabe da estreita relagdo entre o estado
emocional de um individuo e sua susceptibilidade a doencas, porém, somente
em épocas mais recentes se comecou a estudar, de maneira sistematica, como
se processa essa inter-relacao (Ottaviani e Franceschi, 1996). Neste contexto,
surgiu, entao, um novo ramo da ciéncia, denominado
neuroendocrinoimunologia, o qual estuda toda a via de neuromodulacédo, desde

0os impulsos provenientes do coértex cerebral, activando o sistema nervoso
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simpatico ou passando pelo eixo hipotalamico-hipofisario, seus produtos
endocrinos e as consequéncias fisioldgicas envolvidas com o sistema imune
(Gaillard, 1994).

2.2. Stress: interaccdes neuroenddécrinas e imunoldgicas

O estado de stress refere-se a condicao de alteracdo da homeostasia do
organismo em resposta a estimulos percebidos (fisicos, quimicos, psicologicos
ou outros) [Selye, 1955], motivando respostas fisiolégicas e comportamentais
(Selye, 1955, 1956).

A resposta ao stress e a resposta imune sdo fendmenos fundamentais
na luta do organismo contra agentes potencialmente danosos (Berczi, 1998).
Estas respostas, essenciais para a sobrevivéncia, parecem ter bases sélidas e
substratos comuns quer em seres simples, como um molusco, quer em seres
complexos, como o homem (Ottaviani e Franceschi, 1996). Por exemplo, a
hormona libertadora da corticotrofina (CRH) e o ACTH, que possuem funcéo
clara na mediacéo da resposta ao stress, estdo presentes em moluscos, peixes
e humanos (Ottaviani et al, 1995; Ottaviani e Franceschi, 1996). Os hemacitos,
células imunes de invertebrados, produzem uma variedade de citocinas,
hormonas, neuropeptideos e neurotransmissores, constituindo uma espécie de
resposta primitiva ao stress (Ottaviani e Franceschi, 1996). Da mesma forma,
em células imunes fagociticas de vertebrados e invertebrados, a presenca de
citocinas, Oxido nitrico, pré-opiomielanocortina (POMC) e seus derivados
peptidicos, revelam uma possivel origem filogenética comum do sistema imune

e neuroenddcrino (Ottaviani e Franceschi, 1997).

O stress tem dois lados inter-relacionados: o estimulo e a resposta
(Selye, 1936a). Diante disso, Selye (1936b) criou um neologismo e introduziu a
palavra “stressor” para significar o agente causal, mantendo o termo “stress”
para a condi¢cao resultante. A totalidade destas alteracfes seria a “sindrome da
adaptacdo geral” ou SAG (Selye, 1971). De acordo com este autor, a SAG
evolui em trés estdgios: a reaccdo de alarme, o estdgio de resisténcia e
finalmente o estagio de exaustdo. A reaccdo de alarme é uma fase aguda,
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onde o organismo desencadeia manifestacdes metabdlicas e funcionais de
ajuda. Contudo, se o stressor se mantém, o organismo entra entdo na fase de
resisténcia que conduz a regressao de vérias alteracbes da primeira fase. O

estagio de exaustdo é a consequéncia da falha dos mecanismos de adaptacao.

E no sistema limbico que tem inicio a funcdo psiquica de avaliacdo da
situacdo, dos factos e eventos externos, promovendo as interac¢cfes das
percepcdes cortico-cerebrais com o hipotalamo (Gaillard, 1994). Imediatamente
em resposta a um stressor, ocorre um aumento da secrecdo enddocrina de
catecolaminas por activacdo do SNS (Gaillard, 1994). Ha também um aumento
das concentracdes de dopamina e noradrenalina no cérebro, o que leva o
hipotalamo a aumentar a libertacdo de CRH na circulacdo portal (Gaillard,
1994). Em resposta, a hipofise aumenta entdo a secrecdo da ACTH,
vasopressina, prolactina, hormona do crescimento (GH) e hormona
estimuladora da tir6ide (TSH) [Gaillard, 1994]. Na sequéncia, as hormonas
hipofisarias actuardo na tirdide, nas goénadas, nos Orgaos linféides e nas
glandulas supra-renais (Gaillard, 1994). Estas ultimas vao secretar hormonas
como as catecolaminas e os corticoides que sao o0s principais indicadores
biolégicos da resposta ao stress (Herbert e Cohen, 1993; Gaillard, 1994). Por
este tipo de resposta hormonal ser aparentemente padronizado e
independentemente do tipo de agente stressor, as hormonas que revelam
elevacfes dos seus niveis plasmaticos, tais como as catecolaminas, 0s
corticoides, a hormona de crescimento e o glucagon, sdo habitualmente

referenciados na literatura como “hormonas de stress” (Gaillard, 1994).

A activacdo do SNS e os eventos sequenciais do eixo HPA parecem
possuir uma relacdo intrinseca com as componentes do sistema imunoldgico,
ndo sO pela presenca de receptores hormonais em leucécitos, mas também
pela relacdo anatdmica observada entre os trés sistemas (Herbert e Cohen,
1993; Gaillard, 1994). Um exemplo desta inter-relacéo seria a activacdo do eixo
HPA pela IL-1 que vai resultar no aumento da secrecdo de CRH (Dinarello,

1994). Da mesma forma, os leucdOcitos humanos, durante a producdo de

10
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interferon-y (IFN-y), expressam peptideos com particularidades antigénicas,

caracteristicas bioldgicas e estruturais similares ao ACTH (Blatteis, 1992).

A modulacao do sistema imunolégico induzida por um stressor ja € um
fendmeno bem conhecido (Concordet e Ferry, 1997; Millan et al, 1996; De
Castro et al, 1999). A seguir & exposicdo ao stress, ocorre uma neutrofilia,
linfopenia e monocitose (Ottaway e Husband, 1994). O recrutamento destas
células para o compartimento vascular em resposta ao stressor parece ser
mediado pela adrenalina, e em menor grau pela noradrenalina (Landmman et
al, 1984). Millan et al (1996) verificaram alteracfes na dindmica de leucécitos
do sangue em ratos ap6s 1 hora de contencdo. A expressdo de B-receptores
nas diferentes células imunes parece fornecer a base molecular para accéo
das catecolaminas (Millan et al, 1996). Contudo, a densidade de receptores
adrenérgicos e a eficiéncia do sistema de transducdo AMPc diferem nos varios
tipos de células imunocompetentes (Gaillard, 1994). Os neutrdfilos e as células
NK parecem apresentar maior numero de receptores, sendo seguidos, por
ordem decrescente, pelos linfécitos TCD8+, pelos linfocitos B e, finalmente,
pelos linfocitos TCD4+ (Gaillard, 1994).

Um stressor pode induzir a inibicdo de muitos aspectos da defesa
organica, incluindo a actividade das células NK, a resposta proliferativa dos
linfécitos e a producdo de anticorpos pelos plasmécitos (Bauer et al, 2001).
Estas alteracdes tém repercussdes nos mecanismos de defesa do organismo e
comprometem a sua actuacdo contra agentes infecciosos e oncogénicos,
assim como nos processos alérgicos e na auto-imunidade (Bauer et al, 2001;
Atanackovic, 2004). Gillis et al (1979) observaram uma inibicdo na producéo do
factor de crescimento de linfocitos T induzida pelo aumento de hormonas do
stress. De Castro et al (2000) verificaram uma diminuicdo na producédo do
anido superoxido por macrofagos em resposta ao stress psicolégico em ratos.
Estes estudos suportam o conceito de imunossupressao induzida pelo stress,
pois, conforme referido acima, os linfécitos e os macroéfagos actuam, de forma

determinante, contra a carcinogénese e a auto-imunidade.
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A dinamica e as funcbes de células imunes periféricas também séo
transitoriamente alteradas pelos glucocorticéides (Bauer et al, 2001). Os
glucocorticéides constituem uma classe de hormonas esterdides, que
apresentam actividade na homeostasia, no desenvolvimento, na diferenciagao
e na resposta ao stress, fazendo conexao directa entre sinais extracelulares e a
resposta transcripcional (Fleshner et al, 1992). Em niveis fisioldgicos, estas
hormonas bloqueiam o processo inflamatorio, suprimem a activacéo do sistema
imune e actuam como agentes inibidores do crescimento de células imunes, in
vitro e in vivo (Ambrose et al, 1970; Cupps et al, 1985; Wu et al, 1991 e
Jefferies, 1994). Sdo comummente utilizadas na terapia aguda e crénica de
diversas doengas imunes, como a asma e a artrite reumatodide, na
quimioterapia de neoplasmas linféides, por causarem apoptose nessas células,
e, ainda, como imunosupressores, na prevencdo da rejeicdo celular/tecidual
apos transplante de 6rgaos (Jefferies, 1994; Strasser, 1995). Jefferies (1991)
ressalta a importancia das doses fisioldgicas de glucocorticides em pacientes
e animais experimentais, melhorando a sintese de imunoglobulinas por
linfécitos B in vitro. Também a resposta de linfécitos T periféricos de ratos
adrenalectomizados a ConA foi reduzida em 65%, quando comparada aos
linfécitos de ratos controle, sendo completamente restaurada pela
administracdo de corticosterona (Wiegers et al, 1993). Assim, em doses
fisiologicas, os glucocorticéides parecem ter um papel importante na
restauracdo da homeostasia organica.

Niveis aumentados desta hormona influenciam essencialmente a
quimiotaxia de granuldcitos, linfocitos e mondcitos e a fungdo de macrofagos e
linfocitos T (Jefferies, 1991; Wiegers et al, 1993). Os glucocorticoides diminuem
rapidamente os niveis sanguineos de linfocitos (mais os T do que os B, e mais
0os TCD4+ do que os TCD8+ e as células NK), eosindfilos, basofilos e
monacitos, mas aumentam os niveis de neutrofilos no sangue (Jefferies, 1991).
Esta redistribuicdo de células deve-se, provavelmente, as alteracbes na
expressdo de moléculas de adesédo induzida pelos glucocorticéides e parece

ser temporariamente benéfica, tendo em vista a diminuicdo da intensidade das
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reaccOes inflamatérias aos agentes stressores (Jefferies, 1991; van de Stolpe
et al, 1993).

Os glucocorticoides, em altas concentracfes, parecem induzir baixa na
regulacdo de receptores de linfécitos T e aumentar a taxa de catabolismo,
reduzindo as reservas de aminoacidos que sao necessarios para proliferacao
de linfécitos B e sintese de imunoglobulina (Nascimento et al, 2001). Ha
também atrofia do timo e em menor extenséo outros tecidos linféides (Jefferies,
1991). Em ratos, os glucocorticéides levam a uma dramatica deplecdo de
linfécitos T do timo, afectando subpopulagcdes CD4+CD8+ (linfécitos imaturos
duplamente marcados) e a percentagem de CD4+ e CD8+ (Bauer et al, 2001).
O mecanismo subjacente ainda ndo esta bem esclarecido, mas pode estar
associados a inducdo de apoptose de linfécitos T, imaturos e maduros, neste
orgao (Engler e Stefanski, 2003).

A apoptose, que pode ser disparada sob diversos tratamentos celulares
com activacdo de mudltiplas vias de transducdo de sinal, € caracterizada por
uma combinacédo de eventos (Wyllie et al, 1980). O processo geralmente se
inicia por activacdo de um receptor especifico, o qual, por sua vez, activa uma
cascata de caspases, as quais coordenam e exercem acg¢des efectoras, como
hidrélise de proteinas e DNA, externalizacdo de fosfatidilserina e alteracdo do
citoesqueleto, entre outros (Wyllie et al, 1980). Um dos meios mais utilizados
para se averiguar se ocorre morte celular por apoptose € pela manutencao da
integridade dos organelos, principalmente das mitocéndrias, e visualiza¢do da
fragmentacao do DNA (Kroemer et al, 1998). Niess et al (1997) verificaram em
ratos que um exercicio fisico exaustivo provocou stress oxidativo e lesdo do
DNA de leucécitos. Hoffman-Goetz e Zajchowski (1999) demonstraram que o
aumento nos niveis de corticosterona em resposta a um stressor fisico é
suficiente para induzir a apoptose de linfocitos. Concordet e Ferry (1997)
verificaram que um exercicio intenso de longa duracéo (2.5 horas) promoveu a
apoptose de timécitos em ratos. O processo de morte celular destas células foi
parcialmente inibido pelo tratamento prévio com RU-486 (um antagonista do
receptor tipo Il de glucocorticéide), indicando o envolvimento de uma via
mediada pelo receptor de glucocorticéides (Concordet e Ferry, 1997).
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Pelo exposto, tudo indica que as células do sistema imunoldgico se
encontram sob uma complexa rede de influéncia dos sistemas nervoso e
enddcrino. Seus mediadores (neurotransmissores e hormonas diversas)
actuam sinergicamente com outros produtos linfocitarios, de macréfagos e
moléculas da resposta inflamatoria na regulacdo de suas accdes (Berczi,
1998).

A ideia de uma relacdo entre os sistemas imune, nervoso e endocrino
progrediu com os estudos sobre a resposta imunolégica a diferentes agentes
stressores (Keast et al, 1988; Nieman et al, 1990a; Nieman et al, 1990b;
Brenner et al, 1998; Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Por exemplo, o
exercicio fisico, enquanto modelo mensuravel de inducdo de stress fisico,
provoca alteracdes na dindmica e na funcionalidade de células imunes
similares aos demais tipos de stressores (revisto por Leandro et al, 2002).

Um estudo pioneiro nessa area foi realizado por Larrabee (para refs. ver
Nieman et al, 1990b), o qual verificou uma leucocitose em corredores a seguir
a uma maratona, decorrente, sobretudo, do aumento do nimero de neutrofilos
na circulacdo. Contudo, a relacdo entre exercicio fisico e o sistema imune
tornou-se mais sélida a partir de observacdes acerca do aumento da incidéncia
de infecgBes do tracto respiratério superior (IRTS) em atletas apOs treinos
intensos ou prolongados, e/ou competicdes exaustivas (Peters e Bateman,
1983; Nieman et al, 1990a, Heath et al, 1991; Mackinon e Hooper, 1994; Pyne
e Gleeson, 1998).

Os efeitos do exercicio fisico sobre as componentes do sistema imune
sdo empiricamente conhecidos, apesar de s6 recentemente estarem a ser

estudados os mecanismos subjacentes a estas influéncias.

2.3. O exercicio fisico e aresposta imunoldgica

O exercicio fisico pode actuar, em qualquer instancia, ao longo da
sequéncia de eventos da resposta imune (Brenner et al, 1998). Tendo em
consideracdo que diferentes tipos e cargas de exercicio fisico podem ter
repercussoées distintas no sistema imunoldgico (Keast et al, 1988), é importante
salientar que o exercicio moderado (até 70% do VOzmax) € 0 exercicio intenso
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(acima de 75% do VOzmax) influenciam de forma diferente os parametros da

imunidade tanto celular como humoral (Brenner et al, 1999).

De forma geral, o exercicio fisico agudo provoca um aumento na
concentracdo de neutrofilos e de células NK na circulagédo (Kendall et al, 1990).
Tvede et al (1993) estudaram a resposta da dinamica de células sanguineas
em ciclistas dinamarqueses submetidos a 1 hora de exercicio fisico, em trés
diferentes intensidades de esfor¢o (25, 50 e 75% do VOzmax). Neste estudo, a
linfocitose (imediatamente apds o exercicio) e posterior linfopenia (2 horas
apos o final do exercicio) foram observadas em resposta ao exercicio tanto a
50% como a 75% do VOzmax (Tvede et al, 1993). Estas alteragbes parecem
resultar da migracdo de células de érgaos linféides para o sangue ou como
parte da resposta inflamatéria as lesdes no tecido muscular (Brenner et al,
1998). Niveis sanguineos aumentados de catecolaminas, em resposta ao
exercicio, também influenciam a redistribuicdo destas células (Hellstrand et al,
1985). Kappel et al (1991) observaram em humanos que a infusdo intravenosa
de doses de adrenalina idénticas aquelas observadas durante um exercicio
intenso (75% do VOzmax, 1h), alterou as subpopulacfes de leucocitos e a
actividade de células NK. Alias, a concentracdo sanguinea das catecolaminas
aumenta linearmente com a duracdo do exercicio e exponencialmente com a

intensidade do mesmo (Hellstrand et al, 1985).

O exercicio fisico agudo moderado parece também influenciar a funcao
dos neutrofilos (Keast et al, 1988). Muitos pesquisadores verificaram que o
exercicio moderado modifica a quimiotaxia, a desgranulacdo e a actividade
oxidativa dos neutréfilos apos 1 hora de esforco a 60% VO max (Ortega et al,
1993; Smith et al, 1990, Smith et al, 1996, Pyne et al 2000). O aumento na
actividade oxidativa de neutréfilos foi descrito, tanto em atletas quanto em
sujeitos nao-treinados, apos 1 hora de exercicio aerobio a 60% do VO max
(Smith et al, 1990). Muns et al (1994) verificaram um aumento da actividade
fagocitica dos neutroéfilos, em homens treinados, 24 horas apds uma corrida de
20 km, a 60% do VOzmax. Contrariamente, o exercicio intenso e de longa
duracdo parece diminuir a capacidade oxidativa destas células (Pyne et al,
2000). Smith et al (1990) verificaram uma diminuicdo, temporaria, na
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capacidade oxidativa de neutréfilos durante uma carga aguda de exercicio
intenso (>85% do VOzmax) € no periodo de recuperacdo. Pedersen e
Bruunsgaard (1997) relatam que a imunossupressdo observada é apenas
evidente quando o exercicio fisico é intenso e de longa duracao (60 minutos ou
mais). Robson et al (1999) compararam o efeito de um exercicio a 80% VO max
(durante 1 hora) com um exercicio a 55% do VOymsx (durante 3 horas) em
individuos activos. Estes autores verificaram, contudo, que durante e apés
esforco houve um aumento similar na contagem e na funcao de neutroéfilos nas
duas intensidades. Estas alteracdes funcionais, em reposta a diferentes cargas
de exercicio fisico, podem ser clinicamente significativas, reflectindo estados de
stress ou imunossupressao associados ao exercicio.

O stress provocado pelo exercicio fisico parece ter um efeito
estimulador na funcdo de macréfagos (Woods et al, 1999). Tanto o exercicio
moderado como o intenso podem aumentar varias funcdes destas células
incluindo a quimiotaxia, a capacidade de aderéncia, a producdo de espécies
reactivas de oxigénio, a taxa de metabolismo do nitrogénio, a actividade
citotoxica e a capacidade fagocitica (Field et al, 1991; Woods et al, 1993;
Ortega et al, 1999). Em animais, Woods et al (1994) observaram que tanto uma
corrida exaustiva num tapete (18-35 m/min, 5° de inclinagéo, durante 2-4 horas)
guanto uma moderada (18 m/min, 5° de inclinagdo, durante 30 minutos) podem
provocar um aumento da citotoxicidade anti-tumoral de macréfagos peritoniais.
Os mecanismos subjacentes a estas respostas ainda permanecem
desconhecidos, mas podem estar associados a factores neuroenddécrinos
(Woods et al, 1999). Ademais, ainda sao necessarios estudos que investiguem

a significancia fisioldgica das alteracdes funcionais destas células.

O aumento da concentragdo sanguinea de linfocitos durante o exercicio
agudo parece constituir uma resposta altamente estereotipada (Pedersen e
Hoffman-Goetz, 2000). Dentro das populacdes de linfocitos, as células NK
parecem ser as mais responsivas imediatamente apds uma carga subita de
exercicio fisico (Grenn et al, 2002). Exercicios de varios tipos, duracdo e
intensidade induzem o recrutamento de células NK para o sangue, assim como

provocam alteracdes na actividade citolitica destas células (Ceddia et al, 1999).
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Em humanos, 1 ou 2 horas apds esforco intenso de longa duracdo (>75%
durante 1 hora), a concentracdo de células NK e a actividade citolitica
diminuem em cerca de 25 — 40% do nivel basal (Pedersen et al, 1989, Klokker
et al, 1995). Esta reducdo pode prolongar-se por até 2 — 4 horas apds o
exercicio fisico (Pedersen et al, 1989, Pedersen e Bruunsggaard, 1995). Um
estudo demonstrou que o exercicio exaustivo de forca (séries de 10 repeticoes,
a 65% de 1-RM, até a fadiga) em atletas treinados, também provoca uma
diminuicdo na funcédo citolitica das células NK no periodo de recuperacgéo (2
horas pos-esforco) [Nieman et al, 1995b]. Da mesma forma, alguns
pesquisadores observaram uma diminuicdo da actividade citolitica destas
células em atletas remadores submetidos a um esforgo muito intenso de curta

duracéo (6 minutos) [Nielsen et al, 1996].

O exercicio moderado (65% - 70% do VO,max) parece nao alterar a
concentracdo de linfécitos TCD4+ e TCD8+ do sangue (Tvede et al, 1993;
Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Um estudo nao verificou modificacdo na
percentagem de linfocitos TCD4+ e TCD8+ em 18 adultos jovens sedentérios
submetidos a cinco cargas repetidas de exercicio fisico em cicloergdbmetro
[Hoffman-Goetz, 1990]. Contudo, alguns estudos tém observado que um
exercicio fisico a 85% do VOzmax tende a provocar uma diminuicdo na
concentragdo de linfocitos TCD4+, sem alterar a concentracdo de linfécitos
TCD8+ do sangue (Ceddia et al, 1999, Pedersen e Hoffman-Goetz et al, 2000).
Dessa forma, a propor¢cdo de CD4+/CD8+ diminui, reflectindo um maior
aumento de linfocitos TCD8+ (Ceddia et al, 1999), o qual pode estar associado
a uma situacado de imunossupressao (Fry et al, 1992; Pedersen e Hoffman-
Goetz, 2000).

Em humanos, a resposta proliferativa de linfocitos T, em resposta a um
exercicio fisico a 50% e 75% do VOzmax (durante 1 hora), parece diminuir no
periodo de recuperacdo (Tvede et al, 1989; Tvede et al, 1993). Contudo,
durante e apods esforco maximo (90% VO,max) de curta duracéo (6 minutos) ndo
ocorreu qualquer alteracdo na resposta proliferativa de linfécitos (Nielsen et al,

1996). Da mesma forma, também ndo foram encontradas alteracdes na
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proliferacéo de linfocitos apds exercicio fisico de resisténcia de forca (Nieman
et al,1995b).

A resposta de linfocitos B também parece ser alterada pelo exercicio fisico
(Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000) apesar de alguns estudos relatarem a néo
ocorréncia de alteracbes na concentracdo salivar de IgA e de IgE no soro,
durante um exercicio moderado (Nieman et al, 1990a; Nieman et al, 1990b;
Mackinon et al, 1994; Nehlsen-Canarella, 1998). Contudo, Blannin et al (1998)
encontraram baixas concentracdes de IgA ap6s uma corrida de 31 Km a 65%
do VOzmax. Outros estudos encontraram uma diminuicdo na concentracao de
IgA, tanto na saliva quanto na mucosa nasal, apdés um exercicio fisico intenso
de longa duragdo (Nieman et al, 1990a; Mackinon et al, 1994; Nehlsen-
canarella, 1998). Dessa forma, 0s pesquisadores estdo a associar a
coincidéncia desta reducdo com o aumento da prevaléncia de ITRS em atletas
(Nieman et al, 1990a; Nieman et al, 1995a). Um outro estudo verificou que os
sintomas de ITRS ocorridos em maratonistas tém uma prevaléncia de 33.3%,
engquanto a prevaléncia num grupo controle atinge apenas os 15.3% (Peters e
Bateman, 1983). Embora os estudos revelem um aumento dos sintomas de
ITRS apds um exercicio intenso e de longa duracdo, ndo existem informacdes
se esses sintomas sdo decorrentes do processo infeccioso em si, ou se sao
devidos a uma inflamacao local ou sistémica causada pelo exercicio (Pedersen
e Hoffman-Goetz, 2000).

Assim, de acordo com o0 acima exposto, durante e apdés uma carga
subita de exercicio fisico ocorrem altera¢cdes na concentracdo sanguinea e na
funcionalidade de células do sistema imune. Todavia, essas alteracbes nao
devem ser vistas isoladamente, mas como parte de uma complexa rede
bidirecional de sistemas interligados (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Neste
sentido, 0sS neurotransmissores e as hormonas circulantes parecem
desempenhar um importante papel na mediacdo das alteragdes imunes
induzidas pelo exercicio agudo (Ortega et al, 1999). Em niveis alterados, estes
mediadores podem afectar a imunidade, promovendo efeitos variados na

regulacédo da resposta deste sistema (Brenner et al, 1998).
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Em resposta tanto a um exercicio fisico prolongado e intenso (90
minutos a 75% do VOzmax) quanto a um exercicio de curta duracdo e muito
intenso (20 minutos a 85% do VOymax) pode ocorrer um aumento das
concentracoes de B-endorfinas na circulagcado (Angelopoulos, 2001). Em ratos,
as p-endorfinas parecem inibir a proliferacdo de linfécitos e podem estar
envolvidas no aumento da quimiotaxia e da fagocitose de macréfagos
peritoniais (Van Den Bergh et al, 1993; Ortega et al, 1996). Da mesma forma,
parecem aumentar a actividade citolitica de células NK durante o stress
cronico, mas nao o recrutamento destas células para circulacdo (Pedersen e
Hoffman-Goetz, 2000). A administracdo de naloxano (antogonista opidide), em
mulheres submetidas a teste maximo em cicloergdmetro, bloqueou o aumento
na actividade citolitica de células NK, embora o numero destas células néo

tivesse diferido do grupo placebo (Fiatarone et al, 1988).

Alguns estudos relatam ainda que o exercicio fisico intenso de longa
duracdo parece induzir a apoptose de linfocitos decorrente do aumento dos
niveis de cortisol (Mars et al, 1998). Hoffman-Goetz e Zajchowski (1999)
demonstraram que linfécitos T de camundongos, incubados com
concentragcbes de corticosterona (250-450 ng/ml), aumentam os niveis dos
marcadores de apoptose. Em humanos, Tvede et al (1994) verificaram uma
resposta mitogénica reduzida de linfécitos T em resposta a um exercicio agudo
intenso (85% do VO2max). Portanto, os efeitos do aumento da concentracdo de
B-endorfinas e de cortisol, durante o esforco, podem estar relacionados a
imunossupressao evidenciada apds exercicios fisicos intensos e de longa

duracdo ou apds treinos exaustivos.

Muitas &reas da imunologia do exercicio ainda ndo estdo totalmente
elucidadas, incluindo o padréo da resposta imunoldgica ao exercicio em outros
tecidos que ndo o sangue e a integracdo entre o musculo esquelético e as
células imunes. Da mesma forma, ndo esta ainda compreendido se as
alteracdes neuroendocrinas sdo transitorias apés frequentes séries de
exercicio fisico agudo, ou se reflectem adaptacdes hormonais persistentes que

também estéo presentes durante o repouso.
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2.4. Treino fisico e aresposta imunoldgica

Diante de evidéncias sobre o efeito benéfico do exercicio fisico
moderado, varios estudos tem-se voltado para o efeito do treino fisico
moderado no sistema imunoldgico. O treino fisico moderado parece estar
associado a uma melhoria de muitas fun¢des imunes, podendo retardar ou até
mesmo prevenir a incidéncia, a progressao ou o alastramento de tumores em
animais (Peters et al, 1995; Davis et al, 1998; Bacurau et al, 2000). Por
exemplo, Pedersen et. al. (1989), ao avaliarem o efeito do exercicio crénico
sobre alguns parametros imunolégicos de ciclistas treinados por 4 anos
consecutivos, detectaram uma diminui¢cdo na incidéncia de infecgdes com um
consequente aumento da funcionalidade imunoldgica.

Intervencdes transversais e longitudinais tém sido utilizadas no estudo
da resposta imune ao exercicio crénico (Mackinnon, 2000). Em estudos
transversais, 0os parametros imunes (incidéncia de IRTS, contagem de células e
funcionalidade) sdo comparados aos valores dos sedentarios ou a referéncias
clinicas (Nieman et al, 1995a), assumindo que qualquer alteracdo que ocorra
poderd estar associada ao treino. No entanto, sabe-se hoje que existe uma
grande variabilidade individual, a qual ndo pode ser resolvida com uma simples
avaliagdo, num momento particular, de um s6 pardmetro (Mackinnon, 2000).
Nos estudos longitudinais, os parametros imunes podem ser avaliados nos
mesmos individuos, testando a influéncia de diferentes factores associados aos
programas de treino (moderado vs intenso, intenso vs periodo de competicao)
[Macknnon e Hopper, 1994]. Comparativamente aos modelos transversais, este
modelo longitudinal fornece informacfes mais interessantes sobre os efeitos do
volume de treino e/ou intensidade do mesmo (Mackinnon, 2000).

Por outro lado, € dificil controlar outras variaveis intervenientes como a
dieta, o periodo de competicdo, as viagens e o0 stress psicoldgico (Mackinnon,
2000), as quais podem, de forma independente, influenciar a funcionalidade do
sistema imune. Por exemplo, Peters et al (1993) reportaram uma menor
incidéncia de ITRS em corredores suplementados com 600mg de vitamina C
trés dias antes da corrida, comparativamente aos seus pares. Também Lindsay
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et al (1997) verificaram que a adicdo de acido gordo 6mega 3 na dieta,
independente do exercicio fisico moderado, pode fornecer efeitos benéficos na
funcdo imune (aumento da actividade das células NK). Da mesma forma,
Nieman et al (1990b), num estudo com maratonistas, relataram que 12% dos
participantes tiveram 1,2 vezes mais ocorréncias de ITRS uma semana apos a
prova quando esta era realizada nos meses de inverno. Neste mesmo estudo,
foi observada uma maior incidéncia de IRTS nos participantes no periodo que
antecedia a prova quando comparados aos seus pares nao participantes
(Nieman et al, 1990b).

Nos estudos com animais, os resultados ainda sdo divergentes. Uma
das razdes pode ser atribuida a variabilidade dos protocolos de treino utilizados
(Mackinnon, 2000). Grande parte das pesquisas tém utilizado protocolos de
treino baseados nos valores do consumo maximo de oxigénio (VOzmax), ha
velocidade maxima atingida pelos animais em testes maximos de corrida, ou
ainda nos niveis sanguineos de lactato (Lin et al, 1993; Gobatto et al, 2001;
Bacurau et al, 2000). Os protocolos de exercicio fisico com base no VOzmax
limitam a comparacao directa entre os estudos, pois 0 VO,nmax Varia de acordo
com as caracteristicas individuais (sexo, idade, peso corporal), com as
diferentes espécies em estudo, com o desenho experimental e com a linhagem
dos animais (Pasquis et al, 1970; Taylor e Weibel, 1981; Seeherman et al,
1981; Sabapathy et al, 2004).

Em contraste com o grande numero de estudos que relacionam a
resposta imune ao exercicio fisico agudo, pouco ainda é conhecido sobre o
efeito crénico do treino fisico no sistema imunoldgico. Existe uma percepgao
geral que os atletas de alto nivel ttm um maior risco de adquirir infeccoes,
como a ITRS durante periodos de treino intenso e apds competicdes
exaustivas (Nieman et al, 1990b, Nieman, 2000). Por outro lado, atletas n&o
competitivos ou individuos que aderem a um prética regular de exercicio leve
ou moderado, comparativamente a populacdo sedentéaria, parecem apresentar
uma maior proteccdo contra estas infec¢cdes (Nieman et al, 1995a; Pedersen e
Hoffman-Goetz, 2000).
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A alta incidéncia de ITRS entre atletas despertou o interesse cientifico
sobre a imunossupressao observada em resposta ao treino intenso (Pyne e
Gleeson, 1998). Os niveis basais de IgA salivar diminuiram em homens
submetidos a 10 semanas de treino intenso em tapete ergométrico (McDowell
et al, 1992). Bury et al (1998) verificaram uma diminuicdo na resposta
proliferativa de linfocitos T e na funcédo fagocitica de neutréfilos em futebolistas
no periodo de competicdo. A susceptibilidade as infeccbes pos-treino destes
atletas pode ser, em parte, atribuida a fungcdo comprometida de células imunes.
De facto, a explicacdo mais simplificada para a imunossupressao, em resposta
a uma carga intensa de exercicio fisico, € a de que existe um desgaste
aumentado das fungdes organicas com exagerada producdo de espécies
reactivas de oxigénio e incremento do stress oxidativo ao nivel tecidual
(Nieman, 2000). De facto, Lin et al (1999) verificaram um aumento da apoptose
de timdcitos associado ao aumento da producdo de ERO em ratos submetidos
a dois dias de exercicio fisico intenso, tendo estes efeitos sido atenuados com
a administragcéo prévia do antioxidante hidroxianisol butilato (BHA).

Trabalhos recentes tém demonstrado que, em oposicdo ao treino
intenso, o treino moderado parece melhorar numerosos parametros indicadores
de aptidao fisica e de saude. Por exemplo, Pastva et al (2004) demonstraram
que um treino de intensidade moderada diminuiu a infiltracdo de leucécitos, a
producdo de citocinas, expressdao de moléculas de adesdo e a remodulacdo
estrutural nos pulmdes de camundongos asmaticos. O mecanismo subjacente
parece estar associado a modulacdo do factor de transcripcdo NF-KB e a
fosforilagdo do IK-Ba. A fungdo de neutrofilos e o indice de proliferacéo de
linfocitos B ndo se alteraram em estudos realizados com humanos treinados
(Nehlsen-Cannarella, 1998). Também Nieman et al (1990b) demonstraram os
efeitos do exercicio moderado no aumento da resisténcia a infeccoes,
verificando que mulheres que treinaram 45 minutos de caminhada cinco vezes
por semana, no periodo de 15 semanas, tiveram uma menor incidéncia de dias
relatados com IRTS. A actividade citotéxica de células NK também parece
aumentar em atletas ndo-competitivos apés um periodo de treino de 8 meses

(Gedge e Mackinnon, 1998). Em corredores treinados, Baum et al (1994) ndo
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encontraram alteracdo na contagem diferencial de leucécitos na circulacdo 22
horas a seguir a ultima sessdo de treino moderado. Todavia, estes autores
observaram um aumento na expressao de moléculas de adeséo (ICAM-1) de
leucécitos, que pode ser considerado um indicador da proteccdo contra
infeccdes (Baum et al, 1994). As células do sistema imune parecem apresentar
mecanismos adaptativos que permitem a melhoria da sua funcionalidade em
resposta ao exercicio fisico regular e de intensidade moderada (Gedge e
Mackinnon, 1998).

Em animais, alguns estudos observaram um aumento na funcédo de
macrofagos apds um programa de treino moderado. Por exemplo, Woods et al
(1994) verificaram um aumento na funcao fagocitica de macréfagos peritoniais
de ratos ap0s 12 semanas de natacdo. Bacurau et al (2000) verificaram que 0s
macrofagos de animais treinados e com tumor de Walker-256 apresentaram
um aumento na actividade fagocitica e uma maior producdo de peroxido de
hidrogénio. Foi também verificado um aumento no indice de proliferacdo de
linfocitos e no tempo de vida dos animais treinados com tumor quando
comparado aos seus pares sedentarios com tumor (Bacurau et al, 2000).

Recentes estudos tém relacionado o efeito do treino moderado e do
exercicio agudo sobre o sistema imune (Mackinnon, 2000; Mooren et al, 2002;
Hayes et al, 2003). Os animais séo submetidos ao treino moderado e a seguir a
cargas subitas de exercicio fisico intenso, associando modelos de stress agudo
com o croénico. Lin et al (1993) verificaram que a diminuicdo na percentagem
das subpopulacdes de linfocitos T, reposta mitogénica de linfocitos B do bago e
niveis sanguineos de IL-2 apds uma carga aguda de exercicio fisico intenso foi
atenuada em animais previamente submetidos a 10 semanas de corrida
moderada (70% do VOzmax). Fu et al (2003) verificaram que o treino moderado
(durante 4 semanas) preveniu a diminui¢do de linfécitos TCD4+, mas estimulou
0 aumento de linfocitos TCD25+CD8+ avaliados 24 horas ap0s uma carga
subita de exercicio fisico extenuante. Os resultados indicam que a
imunossupressao induzida pelo exercicio fisico intenso parece diminuir em

animais treinados. Os mecanismos subjacentes a estas respostas ainda
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permanecem desconhecidos, mas podem estar associados ao aumento da
tolerancia de células imunes quando expostas a situac¢des indutoras de stress.

Os animais, assim como as plantas, fazem uso de vias comuns e
componentes na relacdo resposta/stress (Pastori e Foyer, 2002). Este
fendmeno, que é conhecido como tolerancia cruzada vai permitir que seres
vivos se adaptem a uma grande amplitude de diferentes estimulos indutores de
stress apds a exposicdo a um Unico agente de stress (Foyer et al, 1997).

Diferentes células em situacdes de stress podem sobreviver e adaptar-
se, na dependéncia do tipo celular, intensidade do stress e de outros factores
(Foyer et al, 1997; Woods et al, 2000). A exposicado prévia das células a
agentes de stress parece suscitar a resposta ao choque térmico (Heat Shok
Response HSR), com o aumento da sintese de proteinas do choque térmico
(Heat Shok Protein HSP) (Peetermans, 1995). Acredita-se que uma nhova
exposicao destas células ao stress podera produzir menores alteracdes
homeostéticas e, consequentemente, menores lesdes (Foyer et al, 1997). Naito
et al (2000) verificaram que a atrofia do musculo soleus pelo desuso foi
atenuada em animais expostos previamente ao stress térmico (temperatura
ambiente 41°C, 60 min). As HSP72 parecem ter tido uma acc¢do na prevencao
da degradacdo de proteinas musculares durante os periodos de actividade
contractil reduzida (Naito et al, 2000). Em cardiomiécitos de ratos (Lee et al,
1995) e de coelhos (Currie et al, 1993), a hipertermia induziu um aumento no
nivel de HSP, conferindo proteccdo uma vez que estes animais, quando
comparados ao controle, sofreram menor lesdo miocardica em resposta a
episdédio subsequente de isquemia-reperfusdo. Em leucdcitos, Fehrenbach et al
(2000) observaram um aumento na percentagem de linfécitos, mondcitos e
granuldcitos expressando HSP27, HSP60 e HSP90 citoplasmatica
imediatamente ap6és uma meia maratona. As células que sintetizam as HSP
parecem estar protegidas contra novas exposi¢cdes, 0 que se reflecte em
menores lesdes no organismo ou em partes dele (Lee et al, 1995).

Em muitos O6rgdos (por exemplo, o coracdo) e tecidos tem-se
demonstrado que as alteracbes homeostaticas em resposta a situacdes
agressivas parecem ser atenuadas pela aplicacdo de um treino fisico prévio,
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fendmeno habitualmente conhecido por tolerancia cruzada (revisto por
Ascensdo et al, 2003). O treino de resisténcia parece induzir aumentos na
actividade de enzimas anti-oxidantes como a glutationa peroxidase (GPX),
glutationa redutase, catalase (CAT) e a superoxido desmutase (SOD) assim
como diminuicdo nos niveis de peroxidacdo lipidica, determinados pela
concentracdo de malonilaldeido tecidual e mitocondrial (Venditti e Meo, 1996).
Estas enzimas tém papel fundamental na funcionalidade mitocondrial de
coracgOes sujeitos ao stress oxidativo (Lee et al, 1995). A intensidade do treino
de resisténcia e a duracdo das sessbes influenciam a capacidade de
adaptacdo do sistema antioxidante. De facto, Powers et al (1993) verificaram
que a combinacdo de diferentes intensidades (baixa, moderada e elevada) e
duracbes diarias (30, 60 e 90 minutos/dia) de treino promoveu efeitos
diferenciados na regulacdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPX no
ventriculo esquerdo.

Em humanos, o treino fisico pode estar associado a importantes
alteracdes na imunorregulacéo induzida pelos glucocorticéides (Hoffman-Goetz
e Zajkowski, 1999). Em patrticular, tem sido visto que o exercicio cronico parece
associado a um aumento das concentracdes plasmaticas de glucocorticoides e
a uma reduzida sensibilidade dos linfécitos do sangue periférico para estas
hormonas in vitro (Nehlsen-Cannarella, 1998; Hoffman-Goetz e Zajkowski,
1999). Estes dados sugerem que o exercicio pode alterar a resposta de
linfécitos a sinalizacao dos esteroides.

Desta forma, e uma vez que as células do sistema imune, quando
sujeitas a um estimulo de natureza cronica, parecem sensiveis a um conjunto
de adaptacbes, o papel do treino fisico moderado e regular no eventual
aumento da tolerancia de células imunes ao stress parecem ser de interesse. A
utilizacdo de um modelo de stress psicolégico, como a contencdo, poderia
esclarecer ou suscitar novos questionamentos a respeito do impacto que o
exercicio fisico regular pode exercer no sistema imune e no estudo da

tolerancia cruzada induzida pelo treino
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3. OBJECTIVOS E HIPOTESES

3.1. Objectivo geral

O presente estudo teve como objectivo geral avaliar o efeito do treino
fisico moderado na resposta imunoldgica de ratos submetidos a uma situacao
de contencdo. Para esse fim, foram avaliados, em ratos treinados e
sedentarios, submetidos ou ndo ao stress de contencdo, 0s seguintes
parametros: (1) contagem total e diferencial de leucocitos e de linfécitos do
sangue (2) sub-populacdes de linfécitos em oOrgaos linféides (timo, baco e
linfonodos mesentéricos); (3) indicadores de apoptose de linfécitos do sangue,
timo, baco e linfonodos mesentéricos; (4) indice de proliferacdo de linfocitos e

(5) taxa de fagocitose de macrofagos bronco-alveolares.

3.2. Objectivos especificos

Aquele objectivo geral foi suportado pelos seguintes objectivos
especificos:

(1) Avaliar as variagbes do consumo de oxigénio durante as corridas do
programa de treino assim como as altera¢cdes do consumo maximo de oxigénio
induzidas pelo protocolo de treino fisico ao longo de cada semana do protocolo
experimental;

(2) Quantificar, em situacdo basal, as alteragcbes na actividade da
enzima citrato sintetase do musculo soleus no final do programa de treino fisico
ja que estas reflectem a influéncia desse programa no metabolismo oxidativo
dos musculos esqueléticos recrutados;

(3) Avaliar a influéncia do treino prévio nos niveis plasmaticos de
corticosterona, enquanto indicador da intensidade da resposta do animal a
situacao de contencao;

(4) Averiguar sobre a influéncia do treino prévio na contagem total e
diferencial de leucdcitos e de linfocitos do sangue, em animais sujeitos ao

stress de contencao;
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(5) Avaliar as alteracdes ocorridas nas sub-populacfes de linfécitos em
orgaos linféides (timo, baco e linfonodos mesentéricos) induzidas pelo treino
prévio e pela contengdo aguda;

(6) Estudar a influéncia do treino fisico nas variacdes dos indicadores de
apoptose de linfécitos do sangue, timo, baco e linfonodos mesentéricos,
motivadas pela contencéo aguda,

(7) Averiguar sobre a influéncia do treino prévio nas altera¢gdes do indice
de proliferacdo de linfécitos do timo, baco e linfonodos mesentéricos,
motivadas pela contencéo aguda,;

(8) Avaliar as alteracbes da taxa de fagocitose de macrofagos bronco-
alveolares motivadas pela contencdo aguda e averiguar sobre a influéncia do

treino prévio na amplitude dessas alteracdes.

3.3. Hipoteses de trabalho

Sao defendidas as seguintes hipoteses de trabalho:

(1) - O treino fisico moderado, por si sO, ndo induz alteracdes basais
(crénicas) nos parametros imunes avaliados.

(2) - A exposicao a situacdo de contencdo induz uma resposta aguda
neuro-enddcrica com implicac6es na contagem e na funcdo de células imunes
em diferentes locais do organismo.

(3) — Comparativamente aos sedentarios, nos animais sujeitos a treino
fisico moderado, a amplitude da resposta neuro-enddcrina aguda a situacao de

contencdo é mais atenuada, afectando apenas minimamente 0s parametros

imunologicos avaliados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Amostra

Foram utilizados 30 ratos albinos, machos, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) da colénia do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas | da Universidade de S&o Paulo/Brasil. Os animais foram
mantidos em gaiolas colectivas (maximo 5 animais por gaiola) e receberam dieta
balanceada (52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos - Nuvilab
CR1-Nuvital®) e agua ad libitum. Manteve-se um ciclo de claro/escuro invertido de
12/12 horas (escuro — 6h as 18h; claro — 18h as 6h) e temperatura ambiente em
torno de 22°C.

No inicio do protocolo experimental, todos os animais realizaram um teste
de esforco maximo com o objectivo de avaliar o seu consumo méaximo de oxigénio
(VO2max). O protocolo utilizado para a avaliagdo do VO2n,. foi baseado nos
resultados de um estudo prévio (ver adiante), efectuado com animais com as
mesmas caracteristicas daqueles agora utilizados neste trabalho. A realiza¢do do
teste maximo inicial permitiu ndo so6 definir a intensidade do programa de treino a
aplicar como, também, serviu de referéncia para as diversas provas de esfor¢o
maximo que foram efectuadas, no final de cada semana do protocolo
experimental, possibilitando, entre outros, um controlo mais efectivo das
repercussdes funcionais e metabdlicas gerais do programa de treino.

ApOs a realizacdo deste teste maximo inicial, os animais, com um peso
corporal compreendido entre as 210 g e as 226 g, foram divididos, de forma
aleatdria (tendo em consideracdo a grande homogeneidade observada no seu
comportamento motor durante o teste maximo inicial), em dois grupos: grupo nao-
treinado (n=15) e grupo treinado (n=15). O peso corporal dos animais foi registado
(balanca electronica digital — Marte, modelo S-4000, com sensibilidade de 0,19)
semanalmente ao longo do experimento, no mesmo horario do dia. Os animais

ndo treinados foram manipulados diariamente para controlo da manipulagéo
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recebida pelos animais treinados. A manipulacdo, os testes de esforco e o
protocolo de treinamento foram sempre conduzidos pelo mesmo investigador.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco
e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

4.2. Estudo prévio e protocolo de esforco maximo

E de esperar que um protocolo de esforco maximo, desenvolvido para uma
determinada estirpe de ratos, possa nao ser suficientemente adaptado para outra
estirpe, uma vez que numerosos factores podem condicionar o atingimento do
VO2max, tais como as caracteristicas do animal (sexo, idade, peso corporal), o
desenho do protocolo utilizado e a prépria linhagem dos animais (Pasquis et al,
1970; Taylor e Weibel, 1981; Seeherman et al, 1981; Sabapathy et al, 2004).

Estudos efectuados por outros autores utilizaram protocolos de teste
maximo para fémeas Wistar (Brooks e White, 1978), para as linhagens de rato
Wistar-Kyoto, Sprague-Dawley, Okamoto-Aoki (Bedford et al, 1979) e para
diferentes outras espécies de mamiferos (Taylor e Weibel, 1981). Tendo por base
os protocolos de corrida referidos, foi realizado um estudo prévio, utilizando 20
animais com caracteristicas semelhantes aos que foram utilizados neste protocolo
experimental, na tentativa de encontrar o protocolo de esforco maximo mais
eficaz, isto €, com o qual os animais atingissem os maiores valores de consumo
de oxigénio. Com a simples aplicacdo dos protocolos de Bedford et al (1979) e de
Taylor e Weibel (1981), os animais, neste estudo prévio, revelaram,
comparativamente ao descrito na literatura (Niederhoffer et al, 2000), valores
muito baixos de VO; no final daquilo que parecia ser uma prova de esforgo
méaximo, sugerindo uma inadaptacdo aos protocolos utilizados. Procurou-se,
entdo, desenvolver um protocolo de esforco que melhor se adaptasse aos
animais, de forma a avaliar o seu real VOzmax. Os animais foram submetidos a

diferentes situacbes de corrida em tapete rolante, com diferentes inclinagdes,
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velocidades e tempos de esforco (Figura 4.1), controlando sempre, para cada
protocolo em estudo, estas variaveis assim como a aptiddo fisica do animal no
inicio do teste (recuperacao total entre testes), tendo em consideracdo que o0 seu
nao controlo poderia deturpar os resultados.

Para todos os protocolos testados no estudo prévio, o primeiro estagio
consistiu numa corrida com velocidade reduzida (0.3 km/h) para a familiarizacéo e
0 aquecimento dos animais. A seguir, a velocidade do tapete rolante ia sendo
aumentada em 0.3 km/h a cada 3 minutos, ou mais, tendo por base os protocolos
utilizados noutros estudos (Taylor et al, 1970; Brooks e White, 1978; Bedford et al,
1979; Taylor e Weibel, 1981). A inclinacdo do tapete constituiu também uma
variavel em estudo tendo os ratos também sido submetidos a diferentes
inclinacGes do tapete (0°, 10° 20° 25°) de acordo com o protocolo de Brooks e
White (1978) (Figura 4.1A, B, C e D). Os testes eram interrompidos quando 0s
animais se mostravam incapazes ou nao desejavam continuar a correr sobre o
tapete. Um leve, mas aversivo choque eléctrico na cauda do animal (1,6 mA) era
fornecido na extremidade final do tapete. A aplicacdo do choque eléctrico foi
pouco necessaria e, quando o foi, terd sido apenas nas porcdes finais do teste.

Os critérios usados para determinar se o maximo VO, atingido em cada
teste correspondia, de facto, ao VO,max do animal, consistiram (i) na obtencéo,
durante o respectivo tratamento dos dados, de um aumento inferior a 5% nos
valores de VO, relativamente ao estagio de intensidade imediatamente anterior
(Taylor et al, 1955; Taylor et al, 1970) e (ii) na impossibilidade dos ratos se
manterem a velocidade do tapete ergométrico, durante o tempo determinado. Ao
iniciar o teste com a inclinacdo de 20°, com alteracéo posterior para 25° a partir do
quinto estagio de esfor¢co (Figura 4.1E), os animais demonstraram o0s maiores
valores de consumo de oxigénio, considerando-se esses valores como

representativos do seu VOzmax.
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. Grau de | Velocidade | Duragéo B . Grau de Velocidade | Duracéo
Estagio . 5 1 . Estagio . 5 1 .
Inclinagéo (km.h™) (min) Inclinagao (km.h™) (min)
1 0 0.3 3 1 10 0.3 3
2 0 0.6 3 2 10 0.6 3
3 0 0.9 3 3 10 0.9 3
4 0 1.2 3 4 10 1.2 3
5 0 15 3 5 10 1.5 3
6 0 1.8 3 6 10 1.8 3
7 0 21 3 7 10 21 3
8 0 24 3 8 10 2.4 3
9 0 2.7 3 9 10 2.7 3
10 0 3.0 3 10 10 3.0 3
o Grau de | Velocidade | Duragéo D o Grau de | Velocidade | Duragéo
Estagio . 5 4 . Estagio . 5 4 .
Inclinagéo (km.h™) (min) Inclinagéo (km.h™) (min)
1 20 0.3 3 1 25 0.3 3
2 20 0.6 3 2 25 0.6 3
3 20 0.9 3 3 25 0.9 3
4 20 1.2 3 4 25 1.2 3
5 20 15 3 5 25 15 3
6 20 18 3 6 25 1.8 3
7 20 21 3 7 25 21 3
8 20 24 3 8 25 24 3
9 20 2.7 3 9 25 2.7 3
10 20 3.0 3 10 25 3.0 3
E . Grau de | Velocidade | Duragéo
Estagio L 1 .
Inclinagéo (km.h™) (min)

1 20 0.3 3

2 20 0.6 3

3 20 0.9 3

4 20 12 3

5 25 15 3

6 25 1.8 3

7 25 21 3

8 25 2.4 3

9 25 2.7 3

10 25 3.0 3

Figura 4.1 Caracteristicas dos testes realizados no estudo prévio, para avaliacdo do
VO,max €M tapete ergométrico, com base no protocolo sugerido por Brooks e White (1978)
e Taylor e Weibel (1981), com inclinagBes constantes (A, B, C e D) ou variaveis entre 0s
estagios (E).
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O protocolo de esforco maximo, para avaliagdo do VO nax estabelecido a

partir dos resultados obtidos no estudo prévio, esta descrito na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Descricdo do teste usado para avaliagcdo do Consumo Maximo de Oxigénio,
em tapete ergométrico, durante o protocolo experimental

) Grau de Velocidade Duragao
Estéagio ) . 4 )
Inclinagao (km.h™) (min)
1 20 0.3 3
2 20 0.6 3
3 20 0.9 3
4 20 1.2 3
5 25 1.2 4
6 25 1.5 4-5
7 25 18 4-5
8 25 2.1 4-5
9 25 2.4 4-5
10 25 2.7 4-5

Conforme referido, todos os animais foram submetidos ao teste maximo no
inicio do protocolo experimental e repetiram-no semanalmente, 24 horas apos a
Ultima sessao de treino da semana (Figura 4.2), para controlo do efeito do treino e

da inactividade fisica, nos animais treinados e néo treinados, respectivamente.

VOZmax VOZmax VOZmax VOZmax VOZmax VOZmax VOZmax VOZmax
Inicial 2 3 4 5 6 7 8
I 12 52 I 82

Dias de Dias de Dias de Dias de Dias de Dias de Dias de Dias de
Treino Treino Treino Treino Treino Treino Treino Treino
Repouso Repouso Repouso  Repouso Repouso Repouso Repouso

‘ Semanas

Figura 4.2. Desenho experimental da fase de aplicacdo do programa de treino ou de
manipulacdo dos animais e da sua relacdo com os momentos de avaliacdo do consumo
maximo de oxigénio. As barras em azul indicam o dia em que 0s animais eram avaliados.
As barras com padrdo indicam o dia de repouso, do treino e da manipulacdo, para os
animais treinados e ndo-treinados, respectivamente.
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4.3. Avaliagdo do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio (VO,) foi avaliado através de um circuito aberto de
calorimetria (Columbus Instruments’ Oxymax Deluxe System) [Figura 4.3]. O
sistema regista as concentragbes de oxigénio e dioxido de carbono através do
volume de entrada e saida de ar de uma camara. A diferenca na concentracéo dos
gases e as informacbes do fluxo foram empregadas nos calculos do VO,
producdo de diéxido de carbono (VCO,) e producdo de calor (kcal.h™). O ar foi
ventilado de forma forcada para a camara a uma taxa constante de 2.5 L/min. O
sistema foi desenvolvido com sensores de gas estaveis e optimizados para
concentracdes de gases proximas as condigcdes ambientais. As avaliagbes foram
acuradamente realizadas com leitores que diferiram menos do que 0,1% do ar de
entrada e saida. A taxa de fluxo foi ajustada de acordo com o peso corporal dos
animais para assegurar alteracdes na composi¢cao do gas expirado (> 0,05%). O
fluxo foi controlado e calibrado antes de cada experimento (CO, off set = 0.001,;
CO; gain = 0.65%; e O, = 21.2%). Para controlar toda a avaliacdo dos gases, um
software (7400 Oxymax Single Chamber) forneceu medidas calorimétricas

especificas.

Oxymax Test Chamber System

4— Sensor de CO,

4= sensorde 0,

< System Sample pump
3 u
M . =%

Treadmill Simplex II

Figura 4.3. — Aparelho utilizado para avaliacdo do consumo de oxigénio dos ratos.
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4.4. Protocolo de treino fisico

O grupo de animais treinado foi submetido a um programa de treino fisico
moderado, em tapete ergométrico (Millenium - Imbramed) [Figura 4.4], enquanto o
grupo nado treinado permaneceu em suas respectivas gaiolas, estando sujeito
apenas a manipulagdo. O protocolo de treino consistiu de 8 semanas, 5 dias por
semana, 60 minutos por dia (com as sessdes de treino iniciadas 3 horas apds o

comeco do ciclo escuro) com uma intensidade aproximada de 70% do VOzmax.

Figura 4.4. — Tapete ergométrico (Millenium - Imbramed).
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O protocolo de treino utilizado no presente estudo € apresentado na tabela
4.2. O programa de treino foi igual para todos os animais devido a homogeneidade
observada no comportamento motor dos animais aquando da realizacdo das
provas de esforco maximo inicial e no final de cada semana do protocolo
experimental. Para cada semana, foi possivel ajustar, com rigor, as velocidades do
tapete rolante em funcdo da percentagem do VO2max (avaliado no final da semana
anterior) pretendida, para cada sessdo de treino, ao longo do protocolo
experimental. Este ajuste foi possivel pelo facto de, em cada dia da semana de
treino, dois dos animais do grupo treinado (animais diferentes de dia para dia, de
forma alternada) terem realizado os exercicios de treino no circuito aberto de
calorimetria, para monitorizacdo do consumo de oxigénio durante os diferentes
estagios do programa de treino, adiante descritos. Assim, nos dois animais aos
quais, no primeiro dia da semana, se controlava o consumo de oxigénio durante a
corrida, era feito um ajuste da velocidade do tapete para atingir, de forma
progressiva, a percentagem de VOymax definida previamente para cada estagio.
Essas velocidades eram posteriormente aplicadas a todos os animais treinados ao

longo da semana e cujos VO, eram também controlados nos dias subsequentes.

A primeira semana, destinada apenas a adaptacdo dos animais ao tapete
rolante, consistiu de uma corrida a uma velocidade baixa, efectuada s6 durante 20
minutos por dia (ver tabela 4.2.). A partir da segunda semana, o protocolo de
treino foi dividido em 4 estagios: (i) periodo de aquecimento (5 minutos); (ii) zona
intermediaria (20 minutos); (iii) zona de treinamento (30 minutos) e (iv) volta a
calma (5 minutos). A intensidade da corrida na zona de treino deveria
corresponder a aproximadamente 70% do VOzmax avaliado no final de cada
semana que antecedia a semana de treino. A velocidade no periodo de
aquecimento (e também na volta a calma) foi fixada em 40% do VOzmax dOS
animais (correspondendo a cerca de 0,5 km/h) por permitir, pela sua baixa
intensidade, uma facil adaptacdo dos animais no inicio do exercicio. Na zona
intermediaria, os animais corriam 2 séries de 10 minutos (na 22 semana fizeram

apenas uma série) com velocidades progressivas (ver tabela 4.2.), sem paragens
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entre elas, de forma a permitir a adaptacdo progressiva dos animais a velocidade
da zona de treino. Com relagdo a zona de treino, na segunda semana, utilizamos
a velocidade correspondente a 65% do VOumnax avaliado na primeira semana
(cerca de 0,6 km/h).

Como a velocidade de 0,9 km/h, em plano horizontal, correspondeu a
aproximadamente 70% do VO,max (68,1%) medido no final da segunda semana, foi
essa a velocidade escolhida para a zona de treino da terceira semana. Na quarta
semana, velocidade utilizada para a zona de treino foi de 1,1 km/h por
corresponder a 69,1% do VOzmax medido no teste maximo realizado no final da
terceira semana.

De forma a incrementar a intensidade do exercicio sem aumentar a
velocidade do tapete rolante, pois o primeiro grupo de animais, no primeiro dia da
semana, pareceu demonstrar algumas dificuldades mecanicas em acompanhar a
velocidade do tapete rolante, a inclinacdo do tapete foi aumentada para 5° e a
velocidade nos estagios de treino foi mantida na quinta semana de treino, sendo
esta intensidade correspondente a 70% do VO;max, avaliado na quarta semana.
Para as trés ultimas semanas de treino, pelas razdes atras apontadas, fixamos a
inclinagcdo do tapete em 10° mas mantendo as variagcdes de velocidade entre
estagios, para cada sessao de treino, semelhantes as das semanas anteriores,
pois 0s animais mantiveram seu desempenho no teste maximo sem altera¢des no

seu consumo de oxigénio.
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Tabela 4.2. Caracterizacdo do protocolo de treino de acordo com a velocidade, a
inclinagdo do tapete e a duragdo de cada sessdo para cada uma das oito semanas de
treino.

Velocidade Grau de Duracao
Semanas | © 1Yy | nclinagdo (mi?])

0.3 0 5
Inicial 0.4 0 5
(adaptacéo) 0.5 0 5
0.3 0 5
0.4 0 5
a 0.5 0 10
2% semana 0.6 o 0
0.4 0 5
0.5 0 5
0.6 0 10
3 semana 0.8 0 10
0.9 0 30
0.5 0 5
0.5 0 5
0.8 0 10
4% semana 0.9 0 10
1.1 0 30
0.5 0 5
0.5 5 5
0.8 5 10
5% semana 0.9 5 10
1.1 5 30
0.5 0 5
0.5 10 5
0.8 10 10
6% semana 0.9 10 10
1.1 10 30
0.5 0 5
0.5 10 5
0.8 10 10
7% semana 0.9 10 10
1.1 10 30
0.5 0 5
0.5 10 5
0.8 10 10
8% semana 0.9 10 10
1.1 10 30
0.5 0 5

Logo apds as 8 semanas do protocolo de treinamento ou de manipulagéo,
os dois grupos foram subdivididos, dando origem a quatro grupos experimentais,
de acordo com a posterior sujei¢do, ou ndo, a situacdo de contencao (indutora de
stress). Assim, os animais treinados foram divididos em dois grupos: o grupo T

(n=7), sujeito apenas a treino, e o grupo T+S (n=8), sujeito a treino e, no final, a
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situacdo de contencdo aguda. Da mesma forma, os animais nao treinados foram
também divididos em grupo NT (n=7), sujeito apenas a manipulagédo, e grupo

NT+S (n=8), sujeito a manipulacdo seguida por exposicdo a contencdo aguda
(Figura 4.5).

N&o-Treinado Treinado
N&o-Treinado N&o-Treinado Treinado Treinado e
(NT, n=7) e Stressado (T, n=7) Stressado
(NT+S, n=8) (T+S, n=8)

Figura 4.5. Descricado dos grupos experimentais

Para inducéo da situacdo de contencdo aguda, nos grupos T+S e NT+S, os
animais foram colocados num tubo cilindrico (de 24cm de comprimento por 8cm
de largura) onde permaneceram contidos durante 60 minutos (Figura 4.6.), de
acordo com a metodologia proposta por Selye (1936). A contencdo dos animais
teve lugar 24 horas ap0s a Ultima sessao de treino (grupo T+S) ou de manipulacdo
(grupo NT+S). Imediatamente ap0s o periodo de contencdo, os animais foram
anestesiados e os tecidos retirados para analise. Os restantes animais foram
sujeitos aos mesmos procedimentos (anestesia e recolha de tecidos), 25 horas

apos a ultima sesséo de exercicio (grupo T) ou de manipulacéo (grupo NT).

Figura 4.6. - Material utilizado para induzir contengcdo nos animais.
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4.5. Anestesia e recolha dos tecidos

Todos os animais foram anestesiados (hidrato de cloral a 10%, via i.p., na
dose de 0,2mL por 100g de peso corporal) e submetidos a cirurgia para exposi¢ao
da traqueia e posterior realizagdo do lavado broncoalveolar (LBA). O LBA foi
adquirido por injeccao de PBS (pH = 7,4) a temperatura ambiente, através de uma
canula plastica inserida na traqueia (De Castro et al, 1995). Vérias aliquotas de
2mL de PBS foram injectadas e imediatamente colectadas. Ao final, colectou-se
um volume de 20mL de LBA por cada animal. O LBA foi centrifugado (10 min, a
470 g, 4° C) e as células recuperadas do precipitado (cerca de 3x10° de
macrofagos) foram ressuspensas num meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO BRL,
New York, USA) suplementado com soro fetal bovino inactivado (10%). Apos
recolha do LBA, foram colectados 5 mL de sangue num tubo heparinizado (1:10)
através de puncédo cardiaca. Desses, cerca de 2,5 mL foram utilizados para
contagem total e diferencial de leucécitos, tendo o restante (2,5 mL) sido
centrifugado (10 min, 231 g, 4°C) para obtencdo do plasma, o qual foi congelado

em tubos eppendorf (a -80° C) para posterior analise bioquimica.

A seguir, o0 musculo soleus foi retirado de ambas as patas dos animais e
armazenado em nitrogénio liquido até a realizacdo do ensaio de avaliacdo da
actividade da enzima citrato sintetase. Os linfonodos mesentéricos, o timo e o
baco foram retirados, dissecados e comprimidos num cilindro de malha, de acordo
com a técnica de Cheetham et al (1998). Desta técnica foram obtidos linfécitos
integros e isolados de gordura. Os linfécitos foram mergulhados em solugéo
salina, filtrados em papel de filtro especial (Whatman n° 105) e centrifugados (5
min, 211 g a 4° C). Este processo foi repetido 3 vezes. ApGs a obtencdo das
células linféides, foi realizada a contagem total em camara de Neubauer. Para isto,
as ceélulas foram diluidas (1:10 v/v) em solucdo salina e azul de Tripan a 0,1%.
Para a contagem foram apenas tidas em consideracdo as células brilhantes e
refringentes a luz, tendo as restantes (coradas de azul) sido consideradas

inviaveis.
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4.6. Determinacéo da actividade da enzima citrato sintetase

A actividade muscular da enzima citrato sintetase foi determinada de
acordo com a técnica de Alp (1976). O Tampéo de extracdo (pH 7,4) consistiu
de Tris/HCL 50 mM e EDTA 1 mM. O tampéo de ensaio (pH 8,1) consistiu de
Tris/aminometano 100 mM, DTNB 0,2 mM, acetil CoA 0,1 mM, Triton X-100
0,05% (v/v) e o homogeneizado. A reaccao foi iniciada com a adicdo de 50 pL
de oxaloacetato (10 mM) ao meio. Foi adicionado ao meio 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoato) [DTNB] formando um complexo amarelo (DTNB-CoA)
proporcional a actividade da enzima. A determinacdo da concentracdo de
proteina foi realizada logo apdés a determinacdo da actividade enzimatica da
citrato sintetase segundo a técnica de Bradford (1976). O resultado da

actividade da enzima foi expresso em nmol por minuto por mg de proteina.

4.7. Avaliacdo dos niveis plasméticos de corticosterona

As concentracdes da corticosterona total no plasma foram analisadas
directamente por radioimunoensaio (RIE) segundo a técnica de McEwen (1998).
Uma parte da solugédo de anticorpo (corticosterone antiserum developed in rabbit
Sigma® cat# C8784) foi diluida em duas partes de PBS 0,01M gel 0,1% e
adicionado 2,5uL (ou 3 uL) de [*H]-corticosterona diluida 10x para cada mL de
solucéo total (anticorpo + PBS) de Ac anti-cortico. As amostras foram incubadas a
70°C por 1 hora para que a corticosterona se dissociasse das globulinas
plasmaticas. Nas amostras foi adicionado 3mL de liquido de cintilacdo (Ecolite
ICN, California) e contados num contador § por 1 minuto. Os valores das amostras
foram calculados segundo a curva padrdo e expressos em pg/100mL (ug%) de

plasma.
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4.8. Contagem total e diferencial de leucdcitos do sangue

Dos 2,5 mL de sangue destinados a contagem de leucdcitos, 0,5 mL foram
diluidos (1:20) em solucdo de TURK (acido acético a 3%). Os leucdcitos totais
foram contados numa camara de volume conhecido (camara de Neubauer) [Figura
4.7] com auxilio do microscopio 6ptico (NIKON, Japan). O resultado foi obtido com
a formula: Leucdcitos x mm® de sangue = (Lc. x 20 x 10)/4. Onde: Lc = nlmero
total de leucdcitos contados em 4mm?; 4 = factor de conversdo para 1mm?®; 20 =
factor de conversdo da diluicdo utilizada; 10 = factor de conversdo para 1mm?®
(profundidade da lamina). Para contagem diferencial de leucécitos foi utilizada a
técnica do esfregaco sanguineo. Para coloracdo do esfregaco foi utilizado o kit
Pandtico Rapido LB — Laborclin Ltda. Depois de seca, a lamina foi examinada ao

microscopio 6ptico com objectiva de 100x sob imerséao.

AR
HEHE
s
R

Figura 4.7. — Camara de Neubauer para contagem total de leucdcitos.

Para contagem diferencial dos linfocitos TCD4+ e TCD8+ foi utilizado a
técnica de Vissher e Crissman (1994). Para isso, o0 restante sangue (2 mL da
amostra) foi diluido em solucdo de hemdlise (Tris base - 1,0297 mg + NH4CI -
3,8513 mg - pH 7,4) e permaneceu no gelo por 20 min. A amostra foi centrifugada
(10min, 231 g, 4° C) e o procedimento repetido por mais duas vezes. Foram

utilizados anticorpos anti-CD4 de rato (marcado com CyChrome, Pharmingen,

42



Material e Métodos

diluicdo 1:100) e anticorpos anti-CD8 de rato (marcado com FITC, Pharmingen,
diluicdo 1:250). As células (n= 5 x 10°) foram ressuspensas em 25 uL da mistura
de anticorpos e incubadas por 30 min a 4 °C. A seguir, foi realizada a leitura no
citometro de fluxo (Becton Dickinson, San Juan, CA, EUA). Antes de analisar as
amostras, o citometro foi calibrado com o controlo negativo que permitiu identificar
a fluorescéncia basal das células. Os controlos, marcados somente com um
anticorpo, foram utilizados para compensar o sinal que um fluorocromo emite no
comprimento de onda do outro. O fluorocromo verde isotiocianato de fluoresceina
(FITC) é excitavel por laser de argonio (480 nm) e emite fluorescéncia na faixa de
515-530 nm (FL1). O fluorocromo Cy-Chrome é excitavel por laser de argénio (480

nm) e emite fluorescéncia na faixa de 650-680 nm (FL3).

4.9. Contagem diferencial de linfécitos do timo, baco e linfonodos

mesentéricos

Os linfécitos (n= 1x10°) foram centrifugados durante 10 minutos, a 231 g, a
4°C. Foram utilizados anticorpos anti-CD4 (de rato marcado com CyChrome,
Pharmingen) e anti-CD8 (de rato marcado com FITC, Pharmingen). As células (n=
5 x 10°) foram ressuspensas em 25 uL da mistura de anticorpos e incubadas por
30 minutos a 4 °C. A seguir, foi realizada a leitura no citémetro de fluxo. O
citbmetro foi calibrado com o controlo negativo que permitiu identificar a

fluorescéncia basal das células.

4.10. Anédlise da Integridade da membrana celular

Os linfécitos (n= 1x10°) do sangue, dos linfonodos mesentéricos, do timo e
do baco foram colectados como descrito anteriormente e, apos a centrifugacdo, o

precipitado foi ressuspenso em 500 uL de PBS. Foram adicionados 50 uL de

solucdo de iodeto de propidio (Pl) (50 pug/mL em PBS) e as células foram
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analisadas no citometro de fluxo de acordo com a técnica de Nicoletti et al (1991).
A fluorescéncia foi mediada no canal FL2 (fluorescéncia laranja-avermelhada —
585/42 nm). Dez mil eventos foram adquiridos por amostra em histogramas. Os
histogramas foram analisados através do “Cell Quest Software” (Becton Dickinson)
[Figura 4.8].
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Figura 4.8. - Histogramas ilustrando a intensidade de fluorescéncia emitida no

comprimento de onda 560-580 nm (FL2) por células de duas amostras diferentes. Células
integras ndo permitem a passagem de iodeto de propideo pela membrana e, portanto,
emitem baixa fluorescéncia. Células que apresentam membranas rompidas permitirdo a
entrada do iodeto de propideo, que se ligara ao DNA, emitindo alta fluorescéncia quando
excitadas pelo laser.

4.11. Determinacgado do potencial transmembranico da mitocéndria

Os linfécitos (n= 1 x 10°%) do sangue, dos linfonodos mesentéricos, do timo
e do baco foram colectados como descrito anteriormente. Estas células foram
ressuspensas em 1 mL de solucdo salina, adicionado 1 uL de solugdo de

rodamina 123 (5mg/mL em etanol) e incubadas por 10 min a 37°C segundo a
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técnica de Pithon-Curi et al (2003). As células foram lavadas com PBS duas
vezes, ressuspensas em 0,5 mL de PBS e incubadas por 30 minutos a 37°C. A
leitura foi realizada no citébmetro de fluxo imediatamente apds a incubacdo. A
Rodamina 123 (corante fluorescente catidnico) é excitavel por laser de argoénio
(480 nm) e emite fluorescéncia na faixa de 515-530 nm (FL1). E permeavel a
membrana celular e € rapidamente sequestrado pela mitocéndria. Células com
potencial mitocondrial transmembranico inalterado captam a rodamina e emitem
alta fluorescéncia quando atingidas pelo laser. Alteracdbes no potencial
mitocondrial transmembranico levam ao efluxo da rodamina de dentro da

mitocdndria, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Histogramas que mostram a intensidade de fluorescéncia emitida no
comprimento de onda 515-530 nm (FL1) por células de duas amostras diferentes.
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4.12. Fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo

Os linfécitos (0,5 a 1 x 10°) do sangue, dos linfonodos mesentéricos, do
timo e do bacgo foram colectados como descrito anteriormente. As células foram
ressuspensas em 200 uL do tampéao de lise contendo iodeto de propideo (0,1 %
citrato de sodio, 0,1% Triton X-100, 2ug/mL iodeto de propideo) e incubadas ao
abrigo da luz por até 24 h a 4 °C de acordo com a técnica de Nicoletti et al (1991).
A leitura no citometro de fluxo foi realizada imediatamente apés a incubacdo. O
iodeto de propideo é excitavel por laser de argonio (480 nm) e emite fluorescéncia
na faixa de 560-580 nm (FL2). As células foram rompidas pelo tampéo de lise e os
ndcleos expostos. O iodeto de propideo se ligara ao DNA e as células contendo
nucleos integros emitirdo alta fluorescéncia. A condensacgdo de cromatina e a
fragmentacdo de DNA podem ser observadas pela ocorréncia de eventos com
baixa fluorescéncia. Isto se deve a menor marcacdo do DNA com o iodeto de
propideo devido a condensacdo da cromatina. Além disso, pedacos menores de
DNA captam menos iodeto de propideo, emitindo menor fluorescéncia (Figura
4.10).
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Figura 4.10. Histogramas que mostram a intensidade de fluorescéncia emitida no
comprimento de onda 560-580 nm (FL2) por células de duas amostras diferentes.
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4.13. Analise da proliferacdo de linfocitos

Os linfécitos colectados dos linfonodos mesentéricos, timo e baco (n=
2x10°) foram incubados em meio de cultivo RPMI-1640 enriquecido com 10% de
soro fetal bovino e antibiéticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/L), em
placas de 96 pocos (volume final de 200 uL), a 37° C em atmosfera de 95% ar/5%
CO,, por 24 e 48 horas. Os linfécitos foram estimulados com Concanavalina A
(ConA) e Lipopolissacarideos (LPS), adicionando-se 20 uL de uma solugéo
hidroalcodlica dos mitégenos nos pocos, na concentracéo final de 5 ug/mL e 20
ug/mL, respectivamente. Apds 48 horas de cultivo foram adicionados 20 uL de [2-
14C]-Timidina (0,02 pCi/poco) e as células foram incubadas por um periodo
adicional de 18 horas, sob as mesmas condi¢fes. Apds este periodo, o contetdo
dos pocos foi transferido para papéis filtro n° 11731 (Skatron Combi, UK) através
da utilizacdo de um colector multiplo de células (Skatron Multiple Cell Harvester,
UK). Os discos de papel filtro contendo a radioactividade incorporada pelo DNA
das células cultivadas foram transferidos para vials contendo liquido de cintilacdo
e levados para mensuracdo em contador Beckman LS6500. Os dados de
proliferacéo dos linfécitos foram expressos como incorporacéo de [2-*C]-Timidina

através do indice de estimulacao:

Indice de Incorporagdo de [2-1*C]-Timidina na presenga de ConA/LPS

Estimulagio ™~ Incorporagdo de [2-*C]-Timidina na auséncia de ConA/LPS
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4.14. Taxa de fagocitose de macrdfagos broncoalveolares em resposta
a estimulo com Escherichia Coli

Para avaliacdo da taxa de fagocitose de macréfagos broncoalveolares,
utilizamos o Vybrant Phagocytosis Assay Kit (Molecular Probes Oregon, USA). O
kit contém BioParticulas de fluorescein-labeled Escherichia Coli (K-12 strain) e
solucdo azul de Tripan. As amostras de E. coli foram descongeladas em
concentrado de HBSS e brevemente sonicadas. Foram entdo misturados 100uL
da suspenséo das BioParticulas fluorescentes & suspenséo de macréfagos (1x10°
por mL de meio de cultura completo, RPMI 1640) e incubados por 2 horas. A
seguir, foi adicionado 200uL de azul de Tripan e incubado novamente por 30
minutos. Foram realizados controlos positivos e negativos para leitura em

citometria de fluxo.

4.15. Taxa de fagocitose em resposta a estimulacdo com Zimosan

Foi utilizado 1x107 particulas de Zimozan. A seguir, foi adicionado o mesmo
volume de soro controlo da mesma espécie em estudo (rato). As amostras foram
incubadas por 30 minutos a 37°C, sob agitacdo lenta. Apds o tempo decorrido, 0
zimosan (Zimosan A de Saccharomyces cerevisiae) (Sigma Z-4250), ja
opsonizado, foi centrifugado. A amostra foi ressuspensa em meio de cultura RPMI.
O volume do meio foi calculado conforme o niUmero de amostras, sendo 500 pL
para cada. Os macréfagos (n= 1x10°mL) foram incubadas por 40 minutos na
presenca de 1x10’ particulas de Zimosan, previamente opsonizadas. Apés a
incubacdo, foi pipetado 190 ulL desta solugcdo contendo os macréfagos e o
Zimosan e 10 uL de cristal violeta, homogeneizado e armazenado para realizacdo
da contagem. Critério de contagem - células que fagocitaram que englobaram pelo
menos trés particulas foram consideradas. Células que ndo fagocitaram: foram as
gue nado englobaram nenhuma particula. Assim, as células que englobaram uma

ou duas particulas nédo foram consideradas (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Lamina com macréfagos que fagocitaram particulas de Zimosan. (A)
macréfagos que fagocitaram, (B) macréfagos que ndo fagocitaram.

4.16. Analise estatistica

As variaveis estdo expressas como média e erro padrdo da média (EPM).
Para comparacgdo entre 0os grupos nao-treinado e treinado do consumo maximo de
oxigénio, do ganho de peso corporal e da actividade da enzima citrato sintetase,
foi utilizado o T-teste student de medidas independentes.

A comparacgdo entre os grupos dos niveis de corticosterona e das variaveis
imunolégicas, foi efectuada recorrendo a Andlise de Variancia (ANOVA)
multifactorial. Para evidéncias de significado estatistico post hoc, recorreu-se ao
teste de TUKEY. O nivel de significancia foi mantido em 5%.

Toda a andlise estatistica foi calculada utilizando o programa SPSS 10.0

para Windows.
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5. RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados esta dividida em duas partes. Na primeira,
sdo apresentados os resultados do consumo de oxigénio registados no estudo
prévio, nos diferentes testes maximos e nos exercicios diarios nas varias semanas
de treino. Nesta primeira parte sdo ainda apresentados os resultados da variagao
do peso corporal e da actividade muscular da enzima citrato sintetase. Na
segunda parte sao apresentados os resultados dos niveis plasmaticos de
corticosterona e dos pardmetros imunologicos em funcdo da situacdo de

contencao e do treino efectuado.

12 PARTE

5.1. Consumos de oxigénio

O consumo de oxigénio em funcdo das diferentes velocidades e dos graus
de inclinacdo do tapete rolante durante o estudo prévio esta apresentado na figura
5.1A. Os maiores valores (75,3 + 1,2 ml.kg™.min™) foram encontrados quando o
teste se iniciou com o tapete rolante a 20° de inclinacdo e foi posterior alterado
para 25° de inclinagdo, quando a velocidade de corrida atingiu os 1.2 km/h. A
figura 5.1B apresenta os incrementos do consumo de oxigénio em cada estagio
(comparativamente ao estagio anterior) relativo ao consumo de oxigénio registado
no estagio anterior, em funcéo da velocidade, registados no teste do estudo prévio
efectuado com inclinag&o 20° + 25°. E de referir que, no Gltimo estagio (velocidade
2.1 km/h), comparativamente ao penultimo, a variacdo do consumo de oxigénio foi

menor que 5%, satisfazendo os critérios previamente definidos para VO2max.
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Figura 5.1A: Valores médios + EPM do consumo de oxigénio a diferentes velocidades e
com diferentes graus de inclinacdo do tapete. 5.1B: Variacdo percentual do consumo de
oxigénio em cada estagio (relativo ao consumo de oxigénio do estagio anterior = 100%)
em funcdo da velocidade nos diferentes estagios durante o teste com a inclinagcao 20° +
25°, Os valores séo expressos em média + EPM.

A figura 5.2 apresenta os valores do VO;max d0s animais ao longo das oito

semanas que durou o protocolo experimental. Durante todo o experimento, 0S
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animais submetidos ao protocolo de treino mantiveram seus valores de VO max
semelhantes aos valores obtidos no teste maximo inicial. A partir da terceira
semana, os ratos NT foram progressivamente diminuindo seus valores de VOzmax

comparativamente aos ratos T e ao seu respectivo valor inicial.

o0, ONT aT

80 - * *

70 -

HH 3
Hi$E
M+

60 -

HH$:
(R
i+

50 -
40

ml.kg'l.min.'1

30
20
10 A

Inicial 2 3 4 5 6 7 8

semanas

Figura 5.2. Valores do VO;,max dos animais submetidos ao programa de treino (T) ou ndo
(NT) ao longo de 8 semanas. Os valores sdo expressos em média + EPM. p<0.05
quando o grupo T foi comparado, em cada instante, ao NT, e *p<0.05 quando os valores
em cada grupo foram comparados ao seu valor inicial.

Com relacédo ao ganho de peso corporal ao longo do experimento, ambos
0S grupos apresentaram um aumento (Figura 5.3). Os animais do grupo T foram
progressivamente apresentando um menor aumento no ganho de peso corporal
comparativamente aos animais do grupo NT, mas este sO se tornou significativo a
partir da quinta semana. Foi também verificado uma correlacdo negativa entre o
ganho de peso e a distancia média percorrida em cada teste ao longo das 8

semanas de experimento no grupo NT (r= - 0,81, p<0.05).
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Figura 5.3. Ganho de peso corporal relativo aos valores iniciais de ratos ndo treinados
(NT) e treinados (T) durante as 8 semanas do protocolo experimental. Os valores s&o
expressos em média £ EPM. *p<0.05 na comparagdo entre 0s grupos NT e T para cada
instante.

A percentagem de variacdo do consumo de oxigénio relativa aos valores do
VO2max (avaliados na semana anterior) para cada semana de treino ao longo do
protocolo de treino € mostrado na figura 5.4. Os valores médios deste percentual,
em todas as semanas, nao ultrapassaram os 70% do respectivo VOnax (avaliado

no final da semana anterior).
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VO, durante o treino da 6* semana
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Figura 5.4. Representagdo grafica dos valores médios + EPM da percentagem de
variacdo do consumo de oxigénio (VO,) relativa aos valores maximos desse consumo
(VO2max avaliado no final da semana anterior) para cada semana, ao longo do protocolo
de treino.
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5.2. Actividade da enzima Citrato Sintetase

Comparativamente ao grupo NT, foi encontrado um aumento de 42% na
actividade da enzima citrato sintetase do musculo soleus dos animais treinados
(NT = 344.66 + 20.6 e T= 488.44 + 15.5 nmol*.min"*.mg proteina™, p<0.05), como

demonstrado na figura 5.5.
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Figura 5.5. Valores médios + EPM da actividade da enzima citrato sintetase nos
musculos soleus dos animais nédo-treinados (NT) e treinados (T) no final do protocolo
experimental. * p<0.05.

22 PARTE

5.3. Niveis plasmaticos de corticosterona

Os animais do grupo NT+S apresentaram um aumento nos niveis de
corticosterona plasmatica em relacdo ao grupo NT e ao grupo T+S (NT= 55.6 £
0.9; NT+S=66.9 £ 1.8; T=53.7 £ 2.7; T+S=51.9 £+ 3.1) como demonstrado na figura
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5.6. Entre os grupos NT e T, assim como entre 0os grupos T e T+S, ndo foram
encontradas diferencas significativas.
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Figura 5.6. Niveis plasmaticos de corticosterona dos animais dos diferentes grupos
estudados (nao treinado — NT; ndo treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado
sujeito a stress — T+S). Valores expressos em média = EPM. * p< 0,05 vs. grupo NT. # p<
0,05 vs. grupo T+S.

5.4. Contagem de leucocitos do sangue

Os valores meédios e respectivos EPM das sub-populagdes de leucécitos do
sangue estao apresentados na tabela 5.1. Quando comparado ao NT, os animais
do grupo T apresentaram um aumento no percentual de linfocitos TCD4+ e na
relacdo de linfécitos TCD4+/CD8+. Os animais do grupo NT+S apresentaram uma
diminuicdo na contagem total de leucdcitos, no percentual de linfécitos totais, de
linfécitos TCD4+ e na relacdo de linfocitos T CD4+/CD8+ com relacdo ao grupo
NT e ao grupo T+S. Houve um aumento no percentual de segmentados,
monacitos e linfécitos TCD8+ quando o grupo NT+S foi comparado ao grupo NT.
Estas alteracbes também foram verificadas no grupo NT+S com relagdo ao grupo

T+S com excepcao do percentual de linfécitos TCD8+. O percentual de células
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nao-T aumentou no grupo NT+S relativamente ao grupo T+S. O grupo T+S
apresentou uma diminuicdo no percentual de células ndo-T e um aumento no
percentual de linfocitos TCD4+ quando comparado ao NT.

Tabela 5.1. Contagem total e diferencial (em % do total) de leucdcitos e contagem
diferencial de linfocitos (em % do total) do sangue periférico nos diferentes grupos
estudados (nao treinado — NT; ndo treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado
sujeito a stress — T+S). *p<0,05 vs NT, # p<0,05 vs T+S.

Células Grupos
NT NT+S T T+S

Leucdcitos Totais (10°/mL) 9,4+0,3 6,1 +0,3*" 9,2+0,4 79405
Linfécitos (% ) 73,8+0,8 54,2 + 2,0+ 71,0+1,2 69,3+1,1
Segmentados (% ) 17,4+0,5 27,3 +1,4% 18,5+0,7 205+1,2
Mondcitos (%) 8,6 +0,7 18,4 + 1,7+ 10,1+0,9 10,1+ 0,8
Linfécitos TCD4+ (%) 40,2 +0,9 32,1 +0,6*" 43,7+1,1*  458+0,6
Linfécitos TCD8+ (%) 18,5+ 0,4 23,1+0,8* 16,8 + 0,6" 19,9+0,5
Relagdo CD4+/CD8+ 2,2+0,02 1,3+0,01** 2,6 +0,03* 2,3+0,02
Células ndo T (%) 415+0,9 421+1,1" 39,9 + 1,2 31,7+0,7

5.5. Indicadores de apoptose nos linfocitos do sangue

Os resultados dos trés indicadores de apoptose (integridade de membrana
celular, integridade de membrana mitocondrial e fragmentacdo de DNA) avaliados
nos linfocitos do sangue, estdo apresentados na Figura 5.7. Com relagdo ao grupo
NT, o grupo T ndo apresentou alteragcdo nos indicadores estudados. Quando
comparado ao NT, o grupo NT+S apresentou uma diminuicdo no percentual de
células com membrana celular integra (NT= 93,9 + 1,0 e NT+S= 86,97 + 1,3,
p<0,05), no percentual de células com membrana mitocondrial polarizada (NT =

92,2+ 1,1 e NT+S = 88,8 + 2,4, p<0.05) e um aumento no percentual de células
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com DNA fragmentado (NT = 7,83 £ 0,4 e NT+S = 11,01 + 0,9, p<0,05). A mesma
tendéncia foi observada quando NT+S foi comparado ao grupo T+S no que diz
respeito ao percentual de células com membrana celular integra (T+S = 94,0 +
1,3), ao percentual de células com membrana mitocondrial polarizada (T+S =91, 8

+ 0,7) e ao percentual de células com o DNA fragmentado (T+S = 4,66 + 0,1).

Integridade de Membrana Celular B Integridade de Membrana Mitocondrial
* H *#
N BN . . .
@ 80 @ 80-
On On
@ IS
= N
E 60 5 60+
) ©
o o
o 40 o 40
o ©
2 o
©
S 20 < 20 A
0 ‘ ‘ 0 :
NT  NT+S T T+S NT NT+S T T+S

[ polarizada Il Despolarizada

59



Resultados

Fragmentacdo de DNA
* #

N
|
Hi

% de DNA Fragmentado
w
|

NT NT+S T T+S

Figura 5.7. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais (ndo treinado — NT; néo
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo aos diferentes indicadores de apoptose em linfocitos do sangue. A) integridade de
membrana celular; B) integridade de membrana mitocondrial e C) percentual de células
com DNA fragmentado. Valores expressos em média + EPM. * p< 0,05 vs NT; # p<0,05
vs T+S.

5.6. Sub-populacdes de linfocitos T do timo

No timo, ndo foram observadas diferencas quando o grupo T foi comparado
ao grupo NT em todos os percentuais de linfécitos avaliados. O grupo NT+S
apresentou uma diminuicdo em relacao aos linfécitos TCD4+CD8+ e um aumento
nos linfécitos TCD4'CD8  comparados ao grupo NT. O grupo NT+S apresentou
uma diminuicdo no percentual de linfocitos TCD4+ com relagdo ao grupo T+S
(Tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Valores percentuais das varias subpopulacdes de linfécitos T do timo nos
diferentes grupos de animais estudados (néo treinado — NT; ndo treinado sujeito a stress
— NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S). Valores expressos em média +
EPM. *p<0,05 vs NT, # p<0,05 vs T+S.

Células Grupos

NT NT+S T T+S
Linfocitos T CD4+ (%) 9,3+0,8 8,9 +0,4" 10,4 +0,5 11,4+0,8
Linfécitos T CD8+ (%) 9,7+0,6 9,7+0,5 11,1 £0,9 11,7 £0,7
Relag&o CD4+/CD8+ 0,97 £ 0,01 0,92 +0,01 1,0 £0,01 0,99 + 0,01
Linfécitos TCD4+CD8+ (%) 68,7 + 0,8 62,8 + 1,0* 65,7 +1,2 65,7+0,8
Linfécitos TCD4 CD8" (%) 12,5+0,9 15,2 + 0,9 12,6 +1,0 13,9+1,0

5.7. Indicadores de apoptose de linfocitos do timo

A integridade de membrana celular, o percentual de membrana mitocondrial
despolarizada e a fragmentacdo de DNA de linfécitos do timo foram avaliados nos
animais dos diversos grupos experimentais e estao apresentados na Figura 5.8.
Os grupos NT e T néo diferiram nos trés indicadores de apoptose estudados. O
grupo NT+S apresentou uma diminui¢do, tanto no percentual de linfocitos com
membrana celular integra (NT = 93,9 £ 1,7 e NT+S = 87,85 £ 1,3, p<0.05) como
no percentual de membrana mitocondrial polarizada (NT = 90,6 + 1,3 e NT + S =
86,71 + 1,7, p<0.05), quando comparado ao grupo NT. Os grupos T e T+S néo
diferiram entre si nos trés indicadores. O grupo NT+S apresentou uma diminui¢ao
do percentual de células com membrana celular integra, em relagdo ao grupo T+S
(T+S = 91,8 + 2,0). Nao foram observadas diferencas significativas entre o0s
grupos relativamente ao percentual de fragmentacdo de DNA de linfocitos do timo,
(NT=2,78+0,2;NT+S=3,59+0,3; T=2,66+0,2e T+S = 3,37 + 0,2; p>0.05).
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Figura 5.8. Analise comparativa entre 0s grupos experimentais (ndo treinado — NT;
nao treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress —
T+S) com relacdo aos diferentes indicadores de apoptose em linfocitos do
timo: A) integridade de membrana celular; B) integridade de membrana mitocondrial e
C) percentual de células com DNA fragmentado. Valores expressos em média
+* EPM. * p< 0,05 vs NT; # p<0,05 vs T+S.
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5.8. Anélise da proliferacéo de linfocitos do timo

Os animais do grupo T néo diferiram do grupo NT com relac&o ao indice de
estimulacédo de linfocitos do timo. O grupo NT+S apresentou uma diminuicdo na
resposta proliferativa de linfécitos ao estimulo com ConA quando comparado ao
grupo NT (NT = 16,1 £ 0,7; NT+S = 10,9 £ 0,3; p<0,05) e ao grupo T+S (T+S =
13,2 £ 0,9), como apresentado na figura 5.9. O grupo T apresentou um aumento
na resposta proliferativa quando comparado ao grupo T+S (T = 15,3 £ 0,3). Nao se
registaram diferencas significativas entre os grupos na resposta ao estimulo com
LPS.
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Figura 5.9. Analise comparativa entre os grupos experimentais (ndo treinado — NT; néo
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo indice de estimulacdo de linfocitos do timo. Valores expressos em média £ EPM.
*p< 0,05 vs NT; # p<0,05 vs T+S.

63



Resultados

5.9. Sub-populacdes de linfocitos T do bacgo

Quando comparado ao grupo NT, o grupo T apresentou um aumento no
percentual de células ndo-T como apresentado na tabela 5.3. O grupo NT+S
diferiu do grupo NT com relagdo aos valores percentuais médios de linfocitos
TCDA4+, relagdo CD4+/CD8+ e no percentual de células ndo-T do baco. A relacao
CD4+/CD8+ foi menor no grupo T quando comparado ao grupo T+S. O grupo
NT+S apresentou diferenca em todos os percentuais de linfécitos estudados,

assim como na relacdo CD4+/CD8+ com relacdo ao grupo T+S.

Tabela 5.3. Valores percentuais das varias subpopulacfes de linfocitos T do baco nos
diferentes grupos de animais estudados (néo treinado — NT; ndo treinado sujeito a stress
— NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S). Valores expressos em média +
EPM. * p< 0,05 vs NT. * p< 0,05 vs T+S.

Células Grupos

NT NT+S T T+S
Baco
Linfécitos TCD4+ (%) 422+1,1 34,1+1,3** 37,7+1,4 41,7+0,8
Linfécitos TCD8+ (%) 13,1+ 0,5 14,9 +1,0" 13,3+0,7 11,8+0,2
Relac&o CD4+/CD8+ 3,2+0,1 2,2 +0,2% 2,7+0,1" 35+0,1
Células ndo T (%) 445+ 1,1 51,3 +0,8*" 48,9 + 1,2* 46,3+ 1,0

5.10. Indicadores de apoptose de linfécitos do baco

A integridade de membrana celular e a integridade de membrana
mitocondrial de linfécitos do baco ndo apresentaram diferenca nos grupos
estudados (Figura 5.10). Por outro lado, os grupos NT+S e T apresentaram um
aumento no percentual de linfocitos com DNA fragmentado quando comparados
ao grupo NT (NT = 2,26 £ 0,05; NT+S =3,1 +0,1; T = 2,8 £ 0,1; p<0.05). Nao
foram observadas diferencas significativas entre o grupo NT+S e T+S (2,8 + 0,08).
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Figura 5.10. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais (néo treinado — NT; nao
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo aos diferentes indicadores de apoptose em linfocitos do bago: A) integridade de
membrana celular; B) integridade de membrana mitocondrial e C) percentual de células
com DNA fragmentado.Valores expressos em média + EPM. * p< 0,05 vs NT;
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5.11. Anélise da proliferacéo de linfocitos do bacgo

Com relacdo ao indice de estimulacdo de linfocitos do bago, ndo se
registaram diferencas significativas entre os grupos NT e T (NT=54+0,1e T =
53 = 0,2). O grupo NT+S (7,5 + 1,1) apresentou um aumento estatisticamente
significativo relativamente ao grupo NT e ao grupo T+S (6,0 £ 0,2). Os grupos néo

diferiram entre si em relativamente a resposta ao estimulo com LPS (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais (néo treinado — NT; nao
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo indice de estimulacéo de linfocitos do baco. Valores expressos em média + EPM.
* p< 0,05 vs NT. * p< 0,05 vs T+S

5.12. Sub-populagdes de linfocitos T dos linfonodos mesentéricos

Nos linfonodos mesentéricos, o grupo T apresentou um aumento no
percentual de linfécitos TCD4+ e uma diminuicdo do percentual de linfocitos nao-
T, quando comparado ao grupo NT. O grupo NT+S apresentou um aumento no
percentual de linfécitos TCD4+ e uma diminuicdo no percentual de células ndo-T
relativamente ao grupo NT. O grupo T diferiu do grupo T+S em todas os

percentuais de células estudadas, com excepc¢éo dos linfécitos TCD4+. O grupo
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NT+S apresentou uma diminuigdo no percentual de linfécitos TCD4+ e de células
nao-T assim como uma diminui¢do na relagédo de linfécitos TCD4+/CD8+, tal como
a tabela 5.4 documenta.

Tabela 5.4. Valores percentuais das varias subpopulacdes de linfécitos T dos linfonodos
mesentéricos nos diferentes grupos de animais estudados (ndo treinado — NT; néo
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S). Valores
expressos em média + EPM. * p< 0,05 vs NT. * p< 0,05 vs T+S.

Células Grupos

NT NT+S T T+S
Linfécitos T CD4+ (%) 52,4+0,3 44,8 + 0,5+ 55,8 + 0,6* 54,0 0,4
Linfécitos T CD8+ (%) 10,8 +0,3 14,6 + 0,2* 11,9 + 0,5 14,4+ 0,3
Relacdo CD4+/CD8+ 48+0,1 3,1+0,07* 47+0,2" 3,7+0,1
Células nao T (%) 36,7+0,5 36,5+0,4" 29,3 +0,4* 31,4+0,3

5.13. Indicadores de apoptose de linfécitos dos linfonodos
mesentéricos

Relativamente aos indicadores de apoptose de linfocitos dos linfonodos
mesentéricos (Figura 5.12), o grupo T apresentou uma diminui¢do significativa no
percentual de células com DNA fragmentado quando comparado ao grupo NT (NT
=55+£0,2 eT=4,4%0,1; p<0.05). O grupo NT+S apenas diferiu do grupo NT e
T+S no que respeita ao percentual de células com membrana mitocondrial integra
(NT =948 + 1.0; NT+S = 90.3 £ 1.5; T+S = 95,05 £ 0.9; p<0,05). Ndo houve
diferencas significativas entre os grupos T e T+S em nenhuma variavel analisada.
A integridade da membrana celular e o percentual de células com DNA
fragmentado nao diferiram entre os grupos que NT+S e T+S.
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Figura 5.12. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais (néo treinado — NT; nao
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacao aos diferentes indicadores de apoptose em linfécitos dos linfonodos mesentéricos:
A) integridade de membrana celular; B) integridade de membrana mitocondrial e C)
percentual de células com DNA fragmentado. Valores expressos em média + EPM. * p<
0,05 vs NT; # p<0,05 vs T+S.
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5.14. Anélise da proliferacéo de linfocitos dos linfonodos mesentéricos

Com relagdo ao indice de estimulacdo de linfocitos dos linfonodos
mesentéricos, o grupo T nao diferiu significativamente do grupo NT (Figura 5.13).
Por outro lado, comparativamente ao grupo NT, o grupo NT+S demonstrou uma
diminuicdo, com significado estatistico, na resposta para ambos os estimulos, quer
coma ConA (NT=7,0£0,3; NT+S =4,3 £ 0,2; p<0,05), quercomo LPS (NT=2,4
+ 0,1; NT+S = 1,6 + 0,02; p<0,05). Os grupos T e T+S nao apresentaram
diferencas significativas quando comparados entre si. O grupo NT+S apresentou
uma diminuicdo no indice de estimulacdo em resposta a estimulo com ConA

guando comparado ao grupo T+S (6,9 + 0.2).

Linfécitos dos Linfonodos Mesentéricos
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Figura 5.13. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais (néo treinado — NT; ndo
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo indice de estimulacao de linfécitos dos linfonodos mesentérico. Valores expressos
em média + EPM. * p< 0,05 vs NT. #p<0,05 vs T+S.
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5.15. Taxa de fagocitose de macréfagos broncoalveolares

A taxa de fagocitose de macréfagos broncoalveolares, em resposta ao
estimulo com E. Coli, ndo se alterou no grupo T quando comparado ao grupo NT
(NT=729+15; T=74,7 £ 0,8; p<0,05). O grupo NT+S (61,5 + 1,2) apresentou
uma diminuicdo significativa tanto em relagdo ao grupo NT como ao grupo T+S

(T+S = 75,5 £ 1,2). Os grupos T e T+S nao diferiram significativamente entre si

(Figura 5.14).
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Figura 5.14. Andlise comparativa entre 0s grupos experimentais (néo treinado — NT; ndo
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo a taxa de fagocitose de macrofagos bronco-alveolares em resposta ao estimulo
com e. coli. Valores expressos em média + EPM. * p< 0,05 vs NT. * p<0,05 vs T+S.

O mesmo perfil dos resultados foi encontrado na taxa de fagocitose de
macrofagos bronco-alveolares em resposta ao estimulo com Zimosan (NT = 76,3 +
1,1; NT+S=56,0 + 0,8; T= 73,7 + 1,8; T+S = 69,7 £ 2,8) como demonstrado na
figura 5.15.
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Figura 5.15. Analise comparativa entre 0s grupos experimentais (ndo treinado — NT; ndo
treinado sujeito a stress — NT+S; treinado — T; treinado sujeito a stress — T+S) com
relacdo a taxa de fagocitose de macrofagos bronco-alveolares em resposta ao estimulo
com zimosan. Valores expressos em média + EPM. * p< 0,05 vs NT. * p<0,05 vs T+S.
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6. DISCUSSAO

Consideracdes gerais sobre o estudo

O presente estudo pretendeu verificar qual o efeito do treino fisico
moderado em aspectos da resposta imunoldgica de ratos induzida pela situacéo
de contencdo aguda. Para tanto, e particularmente no que respeita ao treino fisico,
estabelecemos um protocolo de esforco méximo de corrida, no tapete rolante,
para determinar o consumo méaximo de oxigénio dos ratos antes da aplicacdo do
protocolo experimental e, também, para avaliar a eficacia e a especificidade do
programa de treino implementado. O nivel de treino dos ratos foi avaliado pela
determinacdo da actividade da enzima citrato sintetase no musculo soleus. De
forma a evitar que a resposta cronica ao treino fisico fosse adulterada pelas
alteracdes orgéanicas agudas induzidas pela ultima sessdo de exercicio, houve a
preocupacdo de apenas sacrificar os animais 24 horas apés a Ultima sessdo de
treino. Os animais submetidos a contencdo foram sacrificados imediatamente no
final do procedimento, altura ideal para estudar os parametros imunes analisados
de forma a os poder correlacionar com os niveis plasmaticos de corticosterona. De
facto, as accoes dos glucocorticéides sdo exercidas a partir de 40 minutos apos o
inicio da contencédo devido a sua actuacgdo a nivel gendmico (Bauer et al, 2001).

De uma forma geral, o treino fisico moderado, por si s6, ndo pareceu ter
alterado a dindmica de células imunes em circulacdo, a distribuicdo de linfocitos
em compartimentos imunes, os indicadores de apoptose e, em geral, a
funcionalidade de linfécitos e macrofagos. Por outro lado, a situacdo de contencao
promoveu alteracées nos parametros imunes avaliados, muitos dos quais podendo
ser indicadores de imunossupressao, como a diminuicdo na relagdo de linfocitos
TCD4+/CD8+ do sangue, diminuicdo na composicao celular do timo, do baco e
dos linfonodos mesentéricos. Na presenca deste estimulo, 0s animais
apresentaram um aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona, indicador
bioldgico de activacdo do eixo HPA (Gaillard et al, 1994). Ainda em resposta a

situacdo de contencao, este trabalho revelou um aumento do nimero de linfocitos
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com indicadores de apoptose em orgaos linféides e no sangue. Ocorreu uma
diminuicdo na taxa de proliferacdo de linfocitos do timo e dos linfonodos
mesentéricos assim como um aumento da proliferagédo de linfécitos do baco, em
resposta ao estimulo mitogénico. Da mesma forma, a funcdo fagocitica de
macréfagos foi diminuida em resposta ao stress. Estes resultados sugerem que o
aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona, associado ao stress agudo,
pode ser um factor importante na génese dos efeitos deletérios do stress,
afectando a concentracéo, a viabilidade e a funcédo de linfocitos do sangue e de
orgaos linfoides e ainda, a fungdo de macroéfagos.

No entanto, os animais treinados e submetidos posteriormente a situacao
de contencdo, ndo apresentaram as alteracdes anteriormente relatadas. As
evidéncias aqui disponiveis sugerem que o0 treino moderado tenha efeitos
moduladores importantes na dindmica e na funcao de células imunes quando o
organismo é sujeito a accdo de estimulos agressores. Estes dados sugerem
fortemente que o treino fisico induziu tolerancia cruzada, ao nivel da resposta do
sistema imune, atenuando significativamente a intensidade das respostas

organicas agudas estudadas a situacéo de contencéo.

Consideracdes sobre o consumo de oxigénio no teste maximo e
durante o treino

No presente estudo, os animais foram controlo deles mesmos durante os
testes de VO,nax € durante o protocolo de treino. Ao estudar o mesmo animal
antes e apos a conclusdo de um programa de treino, estamos a atenuar factores
intimamente associados com a variabilidade inter-individual, que podem influenciar
e confundir os resultados (Seeherman et al, 1981).

O protocolo de teste maximo do presente estudo foi baseado no protocolo
de teste maximo proposto por Brooks e White (1978) e Bedford et al (1979).
Devido a variagdo do VO;max descrita com a idade, o sexo, 0 peso corporal e com
a linhagem dos animais, e tendo em consideracao a especificidade do grupo de

animais que seriam utilizados neste estudo, decidimos modificar ligeiramente o
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protocolo de teste maximo sugerido por aqueles autores. Pelo facto dos ratos da
linhagem Wistar parecem apresentar dificuldades mecéanicas em acompanhar
altas velocidades no tapete ergométrico (Brooks e White, 1978), uma das
alteracdes que efectuamos consistiu no aumento do tempo de corrida nos estagios
finais de esforco. O estudo preliminar, utilizando animais da mesma estirpe, do
mesmo sexo e da mesma idade, permitiu-nos constatar que o aumento da
velocidade de corrida sem que os animais estejam ainda adaptados a velocidade
do patamar anterior promovera a finalizacdo precoce do exercicio, ndo por ter sido
alcancado o esforco maximo, mas pela aparente incapacidade mecéanica dos
animais em manter altas frequéncias de passada sem uma adaptacdo prévia.
Assim, 0 aumento do tempo de esforco nestes estagios permitiu atenuar aquele
factor de erro, possibilitando a realizacdo de protocolos de esfor¢o até estagios
mais avancados de intensidade. Uma outra alteracdo efectuada diz respeito a
inclinacdo do tapete. No estudo prévio verificAmos uma resposta, aparentemente
nao-linear, do VO, em funcdo da velocidade com o aumento da inclinacdo. Este
perfil das rectas foi essencialmente o mesmo obtido por Brooks e White (1978)
num teste maximo com inclinacdo de 20°. Estudos com animais de laboratorio e
com humanos sugerem a existéncia de um limiar na intensidade do exercicio que
leva a uma alteracdo, qualitativa e quantitativa, do tipo de fibras musculares
recrutadas (Saltin, 1973). De acordo com este principio, uma intensidade
aumentada de trabalho resultaria na utilizacdo preferencial de fibras musculares
predominantemente glicoliticas na transferéncia de energia quimica para
mecanica. O recrutamento destas fibras, a um alta carga de trabalho, poderia
explicar a resposta ndo-linear do VO, ao incremento da velocidade a uma maior
inclinagdo. Para além disso, é provavel que essa quebra na linearidade seja
também devida a proximidade de atingimento do VOsmax. A partir destes
resultados, montamos um protocolo original de teste maximo para avaliar o
consumo de oxigénio dos animais e utilizdmo-lo durante todo o periodo de

experimento para o controlo do efeito do treino.
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Durante todo o experimento, os animais treinados mantiveram valores de
VO, relativamente a velocidade semelhantes aos encontrados no teste maximo
inicial. Por outro lado, os ratos nao-treinados foram progressivamente diminuindo
tanto a distancia desenvolvida como os seus valores de VOzmax iniciais. Estes
resultados podem ser consequéncia do processo de aprendizagem dos animais
e/ou das adaptacdes fisiolégicas motivadas pelos exercicios fisicos agudos
repetidos no tempo (Brooks e White, 1978). Dentro destas ultimas, é possivel que
as flutuacdes de peso possam ter influenciado os valores encontrados, ja que se
tratam de valores de VO, relativo. De facto, os animais treinados apresentaram
um menor ganho de peso corporal a partir da quinta semana do protocolo de
treino. A mobilizacdo de &cidos gordos dos adipdcitos e a utilizagdo destes como
fonte de energia no musculo esquelético pode estar subjacente as adaptacdes
fisiologicas com respeito ao indicador ponderal (Saltin e Gollnick, 1983). Por outro
lado, os animais nao-treinados apresentaram um aumento de 27% a 42% no
ganho de peso corporal relativamente ao seu peso inicial. O aumento de peso
provavelmente estara relacionado, em ambos 0s grupos, com o facto dos animais
serem ainda jovens — ndo maturos — aquando do inicio do experimento. A
divergéncia das curvas, entretanto, deverd ter sido consequéncia do programa de
treino. Os nossos resultados concordam com estudos previamente realizados com
animais submetidos a um programa de treino com duragdo igual ou superior a 8
semanas (Niederhoffer et al, 2000; Wisloff et al, 2001). Para além do calculo do
VO, relativo, as flutuacdes de peso corporal podem também ter influenciado os
resultados pelo facto dos animais mais pesados poderem apresentar um menor
desempenho devido as limitacdes decorrentes do excesso de gordura corporal
(Taylor et al, 1981; Saltin e Gollnick, 1983).

O teste méximo de VO, foi realizado semanalmente por duas razdes: 1)
para acompanhar o desempenho dos animais treinados e ndo-treinados num teste
maximo e 2) para permitir ajustar a intensidade do esfor¢co durante o protocolo de
treino relativo aos valores do VO,max avaliados previamente. Varios estudos

relatam a utilizagéo de protocolos de treino, enquadrando-os como leve, moderado
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ou intenso (Fry et al, 1992; Gobbato et al, 2001; Chennaoui et al, 2002).
Entretanto, ocorre uma grande dificuldade em comparar os estudos que relatam a
resposta de sistemas fisioldgicos altamente sensiveis (neuroenddcrino e imune,
por exemplo) ao tipo, intensidade, duracdo e frequéncia do exercicio. A grande
diversidade de protocolos utilizados por estes estudos e a falta da avaliacdo de
uma variavel fisioldgica durante as sessdes de treino podem justificar a
disparidade dos resultados. No nosso estudo, avaliamos o VO, dos animais
durante as sessfes de treino. Os valores encontrados do VO, estiveram entre 58
— 70% do VO2max avaliado na semana que antecedia a de treino, podendo o
esforco, realizado pelos animais, ser classificado como de intensidade moderada.

Apesar de nao ter ocorrido qualquer aumento nos valores do VO;nmax relativo
ao longo das semanas de treino, utilizamos, a actividade da enzima citrato
sintetase, no musculo soleus, para avaliacdo das hipotéticas repercussdes
cronicas que o treino efectuado podera ter tido, ao nivel do metabolismo oxidativo,
nos musculos recrutados (Siu et al, 2003). De facto, sendo a citrato sintetase uma
enzima limitante para a producéo de energia na mitocondria, ela é frequentemente
utilizada como um importante marcador metabdlico na avaliacdo da capacidade
respiratoria e oxidativa tecidual (Moraska et al, 2000) e os nossos resultados
corroboram o efeito bem conhecido do treino fisico no metabolismo oxidativo
muscular (Pereira et al, 1992; Lancha et al, 1995; Moraska et al, 2000;
Niederhoffer et al, 2000; Siu et al, 2003).

Efeito do treino fisico moderado

O exercicio fisico pode provocar alteracdes transitorias e persistentes nos
sistemas fisiologicos, dependentes da intensidade, duracao, frequéncia e tipo de
esforco realizado (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Os sistemas neuro-
endocrino e imunoldgico sdo particularmente sensiveis a uma carga aguda de
exercicio fisico, sendo verificado um aumento plasmatico de neurotransmissores,
hormonas e citocinas. E interessante observar que em resposta ao treino

moderado, o aumento plasméatico das hormonas libertadas em resposta a uma
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carga aguda de exercicio fisico parece ser atenuado (Duclos et al, 2001). No
presente estudo, verificamos que, nos animais treinados, 0s niveis plasmaticos de
corticosterona ndo se alteraram 24 horas apés a Ultima sessao de treino, o que
esta de acordo com estudos prévios realizados, quer com animais, quer com
humanos. De facto, Chennaoui et al (2002) verificaram em ratos, submetidos a
treino moderado durante 6 semanas, que 0s niveis plasmaticos de ACTH e
corticosterona nao foram afectados 24 horas apés a Ultima sessdo de exercicio.
Também Duclos et al (2001) verificaram que logo ap6s um exercicio agudo e 24
horas depois, os niveis fisiologicos de cortisol ndo aumentaram em homens
treinados quando comparados aos seus pares sedentarios. Estas e outras
evidéncias apontam para o facto da activacdo repetida do eixo HPA, tal como
ocorre no exercicio efectuado de forma regular, poder levar a uma adaptacao na
sua resposta a situagdes de agressao organica aguda. Mais especificamente,
parece ocorrer uma menor sensibilidade adrenal ao ACTH (Luger et al, 1987;
Aguilera, 1994). Tal hipétese vem sendo mantida com os resultados de Inder et al
(1995) e Duclos et al (2003), onde o aumento dos niveis basais de ACTH néo foi
acompanhado pelo aumento de cortisol em homens treinados, comparativamente
aos seus pares sedentarios. Algumas horas apos a aplicacdo de uma carga aguda
de exercicio fisico, sera de esperar um direccionamento do perfil hormonal
vocacionado para a estimulagédo dos processos anabdlicos teciduais (Luger et al,
1987). Dada a accdo antagonista dos glucocorticides neste processo nos
musculos esqueléticos, a hipotese de que o treino fisico pode desenvolver
mecanismos de tolerancia, tais como a diminuida sensibilidade ao cortisol de
forma a proteger os musculos da accao desta hormona, parece plausivel ja que a
elevacdo dos seus niveis plasmaticos esta associada ao catabolismo tecidual e,
por conseguinte, a faléncia do processo de reparo de lesdes pos-exercicio (Inder
et al, 1995; Duclos et al, 2001).

No sistema imune, dois mecanismos parecem estar associados a
modulacao induzida pelo exercicio fisico regular: a) a alteracdo nas popula¢des de

células imunocompetentes e b) a alteracdo na funcdo de células
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imunocompetentes (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). No presente estudo,
avaliamos o perfil leucocitario do sangue e linfocitario de 6rgaos linféides, assim
como a funcgéo de linfécitos e macréfagos 24 horas apos o protocolo experimental
de treino. Assumimos que as modificacdes naqueles parametros, avaliados com
0S animais em repouso, sao, de facto, o resultado do efeito crénico do treino sobre
as componentes do sistema imune. A maioria das altera¢cdes agudas ocorridas
neste sistema induzidas pelo exercicio agudo sdo transitérias e retornam aos
valores basais dentro das 24 horas a seguir ao esforco, com a excepc¢do dos
niveis plasméaticos de algumas citocinas, como o TNF-a. e a IL-1 (Moldeveanu et
al, 2001).

Nos animais treinados ndo ocorreram alteracbes adicionais no percentual
de leucdcitos do sangue, com excepc¢do dos linfocitos TCD4+. A néo alteracéo do
namero total de leucdcitos em resposta ao treino corrobora os estudos de Kim et
al (2003) com ratos submetidos ao treino moderado durante 8 semanas no tapete
rolante. Lin et al (1993) verificaram que 12 semanas de treino moderado de
natacdo ndo acarretaram alteragdo na concentracdo de células imunes, inclusive
de linfécitos TCD4+ e TCD8+. Estas diferentes respostas, observadas por
diferentes trabalhos, em algumas sub-populacdes de linfécitos podem ser
explicados, entre outros, pelos diferentes tipos e duracdes dos exercicios
efectuados nos protocolos de treino. Independentemente desse aspecto, julgamos
ser importante realcar que o aumento no percentual de linfécitos TCD4+ verificado
no presente estudo, e noutros referidos na literatura (Kim et al 2003), pode ajudar
a explicar alguns achados clinicos em pacientes HIV positivos. De facto, num
estudo efectuado com este tipo de doentes, submetidos a um programa de 10
semanas de exercicio fisico moderado, foi demonstrado um aumento na
habilidade do organismo em combater infec¢cbes oportunistas, provavelmente
decorrente do aumento da concentracdo de linfécitos TCD4+ (LaPerriere et al,
1997).

No presente estudo, analisdmos a viabilidade dos linfocitos do sangue

através da avaliacdo dos indicadores de apoptose seleccionados. A apoptose tem
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um papel importante na embriogénese, morfogénese e regulacdo do numero de
células teciduais, mas a inducéo inapropriada de morte celular pode resultar numa
variedade de efeitos patoldgicos tais como doenca de Alzheimer, cancer e
doencas auto-imunes cronicas (AIDS e lUpus eritematoso sistémico) [Wyllie et al,
1980]. De acordo com o0s nossos resultados, os indicadores de apoptose
permaneceram inalterados 24 horas apds o protocolo de treino realizado. Sabe-se
gue uma carga aguda de exercicio fisico, mesmo que moderado, pode induzir
apoptose em linfocitos (Hsu et al, 2002). Os mecanismos subjacentes parecem
estar relacionados com as alteragdes hormonais (aumento dos niveis plasméticos
de glucocorticoides e catecolaminas), os niveis de calcio citosdlico e o estado
redox celular (Mooren et al, 2002). Por outro lado, o treino, que resulta numa
melhoria nos mecanismos de defesa antioxidante, parece proteger as células de
lesbes que podem levar a sua morte (Mooren et al, 2002). Avula et al (2001)
encontraram uma diminuicdo na apoptose de linfécitos induzida por H,O,, e
nenhuma alteracdo na apoptose espontanea de linfocitos de camundongos
exercitados durante 10 meses. E também de realcar o efeito antioxidativo e
antiapoptoético das HSP, que previnem a lesdo do DNA em leucdcitos circulantes
em resposta ao exercicio cronico (Fehrenbach et al, 2000; Avula et al, 2001). Para
além das HSP, é sugerido que a proteina Bcl-2 possa ter alguma importancia
neste efeito protector (Sasson et al, 2002). Embora ndo tenhamos determinado os
niveis de concentracao destas proteinas, prévios estudos ja o fizeram. Siu et al
(2004) verificaram que o treino fisico (5dias/semana durante 8 semanas) atenua a
extensdo da apoptose no musculo cardiaco e esquelético de ratos. Estes autores
associaram este resultado ao aumento do conteudo de Bcl-2, HSP70 e Mn-SOD
no miocéardio e soleus dos animais treinados quando comparados aos animais
controlo.

Para o estudo das populag@es circulantes de células imunes € necessario
identificar também as varias sub-popula¢cdes em 6rgaos linfoides individuais ou em
compartimentos através da expressao de moléculas de superficie. O timo € um

dos érgados centrais na encruzilhada dos sistemas neuroendécrino e imunoldgico
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(Stefansky e Engler, 1998). Precursores de linfocitos T migram da medula 0ssea
para o timo onde vao proliferar, sofrer rearranjo génico, incluindo a expressao de
receptor de células T e expressar moléculas de superficie co-receptoras
(Stefansky e Engler, 1998). Varios estimulos neuroenddcrinos parecem actuar
nesta diferenciacdo (Engler e Stefansky, 2003). No presente estudo, ndo houve
alteracdo nas sub-populacfes de linfocitos do timo em resposta a 8 semanas de
treino moderado. Este resultado € contrario aos de Ferry et al (1991) que
verificaram uma diminuicdo do percentual de timécitos imaturos (CD4+CD8+) de
ratos a seguir 4 semanas de treino moderado. E possivel que 4 semanas de treino
seja um periodo demasiado curto para atingimento do estado crénico de “stady-
state” induzido pelo treino sobre alguns parametros imunes.

A densidade celular do tecido depende do equilibrio entre a proliferacéo,
morte e migracdo de células (Stefansky e Englerl, 1998). No timo, a geracdo de
novas células e a eliminacdo de células ndo- e auto- reactivas, bem como a
exportacdo de células maduras, sdo processos que estdo essencialmente
envolvidos na regulacdo da homeostase do 6rgao (Stefansky e Englerl, 1998). No
presente estudo, ndo houve alteragdo nos indicadores de apoptose e no indice de
proliferacdo de timocitos em resposta ao estimulo com ConA e LPS. Estes
resultados corroboram os de Hoffman-Goetz et al (2001). Concordet e Ferry
(1993) encontraram um pequeno aumento na proliferacdo de timocitos de ratos
apos um treino leve e moderado. Entretanto, a significancia clinica dos achados de
Concordet e Ferry (1993) ainda nao foram estabelecidas.

No baco, as sub-populacbes de linfocitos T (CD4+ e CD8+) nao se
alteraram nos animais submetidos ao treino. Estes resultados diferem dos de
Ferry et al (1991) e de Hoffman-Goetz et al (1989), mas séo consistentes com 0s
de Lin et al (1993). Ferry et al (1991) encontraram um aumento no percentual de
linfécitos TCD8+ do baco a seguir 4 semanas de treino de corrida moderada em
tapete rolante. Hoffman-Goetz et al (1989) verificaram um aumento no percentual
de linfécitos TCD4+ do baco em murinos treinados em corrida (30 m/min, 8° de

inclinagdo, 30 min/sessédo, 5 dias/semana, durante 8 semanas). Tendo em
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consideracdo a diversidade de resultados apresentados pelos diferentes grupos
de trabalho, podemos sugerir que a duragéo dos treinos, o tipo de protocolo e o
desenho experimental utilizado podem ter condicionado aqueles resultados.

Ainda no bago, verificAmos um aumento no percentual de linfécitos com
DNA fragmentado nos animais treinados. Apesar da grande relevancia dada a
fragmentacéao inter-nucleossomal na apoptose, isso ndo significa necessariamente
que a célula esteja em apoptose (Baumann et al, 2002). De facto, ha casos de
apoptose que ocorrem independentemente da fragmentacdo ordenada do DNA,
havendo também casos em que a célula pode reparar o seu DNA sem entrar
necessariamente em apoptose (Baumann et al, 2002). Ademais, a auséncia de
aumento nos demais indicadores avaliados limita qualquer tipo de desfecho sobre
o facto observado.

O indice de proliferacao de linfécitos do baco ndo se alterou nos animais
treinados. Em contraste, Ferry et al (1991) verificaram um aumento da resposta
proliferativa de linfocitos do baco a seguir 4 semanas de treino. Estes autores
correlacionaram o aumento desta resposta com o aumento do percentual de
linfécitos TCD4+, mais reactivos ao estimulo mitogénico. Varios estudos
verificaram que a resposta proliferativa de linfocitos do bago ao exercicio agudo
(quer moderado quer intenso) € suprimida imediatamente a seguir o esfor¢o
(Carraro e Franceschi, 1997; Mars et sl 1998; Hoffman-Goetz et al, 2001). Ferry et
al (1991) verificaram que uma Unica sesséo de exercicio fisico agudo (2 horas de
natacdo) induziu uma diminuicdo da resposta proliferativa de linfocitos do baco de
ratos. Entretanto, cargas sucessivas de exercicio fisico agudo moderado podem
promover uma adaptacdo destas células, tornando-as menos reactivas a um
stressor fisico. Bauer et al (2001) verificaram que, em animais contidos
diariamente por 30 minutos durante 13 dias, ndo ocorreu diminuicdo na
proliferacdo de linfécitos do baco. Estes autores associaram a sintese aumentada
de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e o TNF-a no plasma, a uma modulagdo regional na
sensibilidade de células imunes aos glucocorticoides (Bauer et al, 2001). Apesar

da utilizacdo de modelos distintos de stress cronico, estes dados podem ser
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interessantes no estudo da adaptacao de células imunes a um agente stressor. O
estudo da expressdo de HSPs, com um papel citoprotector em linfécitos do bago
em resposta ao stress cronico, poderia dar alguns indicios sobre o mecanismo
subjacente a adaptacao destas células em resposta ao treino fisico.

Nos linfonodos mesentéricos, 0s animais treinados apresentaram um
aumento no percentual de linfécitos TCD4+. Sabe-se que as células TCD4+, nos
tecidos linfides periféricos, recebem sinais pela interaccdo com complexos
peptidicos MHC das células apresentadoras de antigénio (Stefansky e Engler,
1998). Apos diferenciacdo em Th2, os linfécitos TCD4+ interagem com 0S
linfécitos B. Estes, por sua vez, vao actuar na resposta imune humoral
sintetizando e secretando imunoglobulinas. A resposta imune humoral aos
antigénios protéicos ndo pode ocorrer até que células TCD4+ auxiliares tenham
sido produzidas (Stefansky e Engler, 1998). Assim, o aumento do percentual
destas células em resposta ao treino pode ser um indicador de melhoria da
resposta imune mediada por linfocitos B. Este resultado € particularmente
interessante jA& que o aumento ou a permanéncia de niveis normais de IgA séo
considerados bons indicadores de resisténcia a infeccéo viral ou bacteriana pelo
tracto respiratério superior (Nieman, 2003).

De forma similar aos demais 6rgéos linfdides avaliados no presente estudo,
o indice de proliferagdo de linfocitos dos linfonodos mesentéricos ndo se alterou
nos animais treinados. E provavel que as adaptacdes a cargas sucessivas de
exercicio fisico agudo tenham também proporcionado algum mecanismo de
adaptacédo dos linfécitos deste érgao.

No presente estudo, para ambos os estimulos (E. Coli e Zimosan), a
actividade fagocitica de macrofagos broncoalveolares de ratos treinados ndo se
alterou comparativamente aos animais ndo treinados. Esses resultados
corroboram os de Woods et al (2000) num estudo realizado com macréfagos
peritoniais de ratos treinados. Por outro lado, Bacurau et al (2000) verificaram um
aumento da actividade fagocitica de macréfagos peritoniais de ratos apds treino

moderado em tapete rolante (8 semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia a 60% do
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VO2max). Nascimento et al (2004) verificaram um aumento na actividade fagocitica
de macrofagos alveolares (estimulados com S. serevisie) de animais submetidos a
natagao (45 min/dia, durante 6 semanas). Estes diferentes resultados encontrados
parecem estar relacionados as variaveis experimentais envolvidas nos estudos,
particularmente ao protocolo experimental de treino utilizado, ao tipo de célula
estudada (macrofagos residentes ou activados), a localizacdo tecidual
(macréfagos peritoniais, alveolares ou do baco), ao tipo de estimulo e ao tempo
em que os macrofagos permanecem em cultura, expostos a presenca de citocinas
como o INF-y (Fehr et al, 1989; Fernadez e De la Fuente, 1999). E também de
realcar que os mondcitos/macréfagos sado células extremamente heterogéneas e
suas func¢des séo reguladas por mediadores soluveis, dependendo do seu estado
de activacdo (Kizaki et al, 2000). Nesse sentido, a auséncia de aumentos nos
niveis plasmaticos de corticosterona nos animais treinados no nosso estudo, vem
reforcar a especulacdo existente na literatura sobre o papel destas hormonas na
mediacéo da funcdo de macrofagos.

De forma geral, o treino fisico moderado ndo parece ter alterado os
parametros imunes avaliados, mas € provavel que algum tipo de protecgéo
imunitéria tenha dai emergido. Segundo Nieman (2003), a modulacao positiva do
exercicio fisico cronico moderado no sistema imune € apenas percebida quando
este sistema € activado. A longo-termo, isso pode ser traduzido em proteccao
contra infecgdes sub-clinicas e clinicas, imunodepresséo induzida pelo stress e
por doengas crénico-degenerativas (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Estudos
com animais demonstram que o treino fisico pode retardar a progressédo de
tumores quimicamente induzidos, tumores implantados e tumores espontaneos
(Bacurau et al, 2000). O mecanismo subjacente a tais respostas nao esta
estabelecido, mas pode estar relacionado ao aumento do sistema antioxidante em
leucécitos e da expressdo das HSPs em resposta ao treino (Fehrenbach et al,
2000). A sintese de HSPs pode ser induzidas pelas espécies reactivas de

oxigénio, citocinas e pela hipertermia (Niess et al, 1999). Fehrenbach et al (2000)
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verificaram que a expressdo de HSP27 e HSP70 em leucécitos permanece alta

até 24 horas pos-exercicio (75-85% do VOzmax).

Efeito da contencéo aguda

No presente estudo, utilizamos a contencéo para inducédo de stress. Neste
modelo, os animais ndo sentem dor, mas tém a sensacéo de confinamento (Glavin
et al, 1994). Varios estudos tém utilizado a contencdo para estudar os efeitos do
stress agudo, e demonstraram que este modelo activa mecanismos de regulacao
homeostatica de natureza neuro-enddcrina, incluindo o sistema nervoso autonomo
e o0 eixo HPA (Stefanski e Engler, 1998; De Castro et al, 2000; Bauer et al, 2001;
Engler e Stefanski, 2003).

No nosso estudo, verificamos que a exposicdo a contencao resultou num
aumento dos niveis plasméaticos de corticosterona, corroborando estudos prévios
gue utilizaram o mesmo modelo experimental. De Castro et al (2000) verificaram
um aumento no nivel de corticosterona em ratos apos 40 minutos de contencéo.
Também Bauer et al (2001) encontraram niveis plasmaticos aumentados desta
hormona em resposta a contencdo por 60 minutos. O aumento do nivel plasmético
de corticosterona é considerado um indicador biolégico da resposta ao stress e da
activagdo do eixo HPA (Herbert e Cohen, 1993; Gaillard, 1994). Contudo, mesmo
gue as concentragbes de glucocorticoides estejam aumentadas, o seu efeito
biol6gico sobre os tecidos-alvo permanece incerto. O cortisol liga-se a proteinas
do plasma, nomeadamente a globulina ligante de glucocorticéide (CGB) (Bauer et
al, 2001). Dessa forma, os niveis de corticosterona livre do plasma sédo também
modulados pela variacdo das CBG. Bauer et al (2001) utilizaram a contencdo por
60 minutos para indugdo de stress e verificaram uma diminuicdo nos niveis
plasméticos de CGB. Esta diminuicdo pode levar a um maior acesso da
corticosterona livre aos receptores para esta hormona em células imunes do
sangue e dos compartimentos linféides (Bauer et al, 2001).

Os nossos resultados revelaram alteracdes na dindmica de células imunes

do sangue e na composicdo celular de 6rgaos linféides nos animais sujeitos a
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contencdo. No sangue, ocorreu uma leucopenia resultante, principalmente, da
diminuicdo de linfécitos totais e de linfocitos TCD4+. Estes resultados corroboram
estudos previamente realizados com o mesmo modelo de indugdo de stress
(Stefanski e Engler, 1998; Bauer et al, 2001). A diminuigdo observada na dinamica
de células estd correlacionada com a libertacdo das hormonas do stress,
resultando numa redistribuicdo de células da circulacdo para os tecidos (Zwilling,
1991). Como a expressao de B-receptores fornece a base molecular para acgéo
das catecolaminas e os neutréfilos e os linfécitos apresentam um maior nimero de
receptores comparativamente a outras células imunes, é de esperar que sejam
mais responsivos (Faure et al, 2004). De facto, no presente estudo, observamos
uma neutrofilia, uma monocitose e um aumento no percentual de linfocitos TCD8+.
O aumento da expressdo de moléculas de adeséao integrinas (CD11a) no tecido
endotelial e selectinas (CD62L) nos linfécitos induzida pelas catecolaminas parece
estar subjacente a tais alteragcbes na concentracdo de linfocitos circulantes.
Apesar de ndo termos avaliado a concentracdo plasmatica das catecolaminas, a
activagdo do SNS e do eixo HPA em resposta a um stressor agudo induzindo o
aumento destas hormonas no plasma ja € um fendémeno bem estabelecido
(Fleshner et al, 1992).

O aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona verificados no presente
estudo parecem também ter relacdo com a redistribuicdo de células imunes no
sangue. Os glucocorticéides podem aumentar a sensibilidade dos receptores (-
adrenérgicos em células NK, linfocitos TCD4+, TCD8+ e neutrdfilos, e a sintese de
AMPc em células imunes (Wiegers et al, 1993). Além disso, os glucocorticoides
parecem prolongar a ac¢édo das catecolaminas inibindo a recaptacao e diminuicédo
dos niveis periféricos de catecol-o-metiltransferase e da monoamina oxidase,
como ja foi verificado, por exemplo, na juncdo neuro-muscular (Bauer et al, 2001).

A diminuicdo da relagdo CD4+/CD8+ para valores abaixo de 1,5 é anormal
e pode estar associada a estados de imunossupressao (Wiegers et al, 1993). No
presente estudo, verificamos uma diminuicdo na fraccdo de linfécitos TCD4+

simultaneamente com o aumento de linfécitos TCD8+. Nossos resultados
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corroboram os de Feng et al (1991) num estudo com ratos submetidos a 2 horas
de imobilizacdo. Em humanos, Ceddia et al (1999) verificaram uma diminuicdo na
relacdo de linfocitos CD4+/CD8+ do sangue em resposta a um agente stressor
fisico (exercicio agudo a 100% do VO,max até a exaustdo). Como o aumento de
linfécitos TCD8+, assim como sua activacdo, parecem estar associados a
incidéncia de doencas virais e auto-imunes (Feng et al, 1991), oS nossos
resultados sugerem que o stress e a doenca possam estar interrelacionados — 0
primeiro possivelmente pela promocdo da “janela aberta” do organismo para o
estabelecimento do segundo (Stefanski e Engler, 1998).

A diminuicdo do percentual de linfocitos da circulacdo parece também ter
resultado do aumento do percentual de células apoptéticas observadas no
presente estudo. As células imunes que sofrem lesdes irreparaveis sao
geralmente eliminadas por apoptose (Wyllie et al, 1980). De facto, estudos tém
demonstrado que o stress fisico causa lesdo do DNA de leucdcitos circulantes
(Niess et al, 1997; Niess et al, 1998), justificando a ocorréncia de apoptose nestas
células apds a aplicacédo da situacao indutora de stress. Por exemplo, Mooren et al
(2002), verificaram um aumento do percentual de linfocitos apoptoticos do sangue
de ratos em resposta a um stressor fisico (exercicio fisico agudo exaustivo). No
nosso trabalho, para a avaliacdo do percentual de células apoptéticas, utilizamos
trés indicadores: (i) integridade de membrana celular, (ii) fragmentacdo do DNA e
(iii) integridade de membrana mitocondrial. Alguns estudos tem utilizado a andlise
da perda da integridade da membrana celular de leucécitos e o aumento do
percentual de leucocitos com DNA fragmentado em animais submetidos a um
stressor (Concordet e Ferry, 1993; Niess et al, 1998; Hoffman-Goetz e Zajchowski,
1999). Contudo, um dos meios mais utilizados para o estudo da morte celular por
apoptose € a manutencdo da integridade mitocondrial (Kroemer et al, 1998). As
mitocondrias conseguem manter, sob condi¢bes fisioldgicas, uma diferenca de
potencial através de sua membrana interna, entre o ambiente da matriz e o
espaco inter-membranar (Wyllie et al, 1980). A inducdo de apoptose parece estar

associada a uma alteracdo nesta diferenca de potencial a qual resulta de um
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aumento na permeabilidade da membrana interna, acarretando fuga de célcio,
glutationa e proteinas de baixo peso molecular da matriz mitocondrial (Kroemer et
al, 1998). Este aumento de permeabilidade da membrana interna motiva o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, com a consequente reducdo na taxa de
fosforilacdo do ADP e, simultaneamente, aumento na producdo de radical
superéxido e queda na biossintese mitocondrial (Kroemer et al, 1998). No
presente estudo, verificAmos que ocorreu um aumento no percentual de linfocitos
do sangue com perda de integridade da membrana mitocondrial apos a contengao
aguda. Os mecanismos subjacentes podem estar relacionados com o aumento da
corticosterona e do TNF-a circulante em resposta a situacdo indutora de stress.
Os glucocorticéides parecem induzir o aumento da expressao da proteina p53 e
do AMPc, que estdo entre os indutores de apoptose mais comuns (Sasson et al
2001). O efeito modulador do TNF-a solavel, pode ser feito via receptores tipo | de
TNF-a, que contém um dominio de morte citoplasmético envolvido no sinal de
transducdo e apoptose (Sasson et al 2001). O aumento do percentual de
leucécitos apoptoticos pode causar linfopenia, imunodeficiéncia, maior incidéncia
de infecgBes oportunistas e aumento da sensibilidade a alergénios, as quais
constituem alteracbes estruturais, funcionais e bioquimicas comuns apoés
situacdes de stress (Kroemer et al, 1998).

Em o6rgéos linféides, a contencdo provocou alteracdes nas sub-populacdes
de linfocitos. No timo, houve uma diminuigdo no percentual de linfocitos T corticais
(CD4+CD8+). Stefansky e Engler (1998) encontraram o mesmo resultado em
animais submetidos a um stressor psicolégico e social, e Hoffman-Goetz et al
(1989) registaram as mesmas observacdes em animais fisicamente stressados.
Estes autores associaram aquelas alteracbes ao aumento dos niveis de
corticosterona circulante. A imunorregulacao dos glucocorticéides € mediada pelos
receptores de glucocorticéides (GR), os quais sdo expressos em todos o0s
leucécitos (Bauer, 2001). Os dois tipos de GR (tipo | e tipo Il) variam em sua
afinidade para a corticosterona, com o tipo Il tendo entre 6 e 10 vezes menos

afinidade do que o tipo | (Ashwell et al, 2000). O GR tipo | ndo é detectavel no

87



Discusséao

timo, enquanto que os GRs do tipo Il sdo encontrados no timo, baco e linfonodos
(Ashwell et al, 2000). A presenca destes receptores indicam que o sistema imune
é sensivel a activacdo do eixo HPA e a elevagdo da corticosterona na circulacao
(Ashwell et al, 2000). De facto, tem sido demonstrado que ap0s exposicao a
contencao por 1 hora, existe uma ocupacao significativa dos receptores do tipo |
no baco e do tipo Il no timo e linfonodos (Spencer et al, 1991; Stefansky e Engler,
1998). Os linfocitos T imaturos duplamente marcados (CD4+CD8+) sdao
particularmente sensiveis a presenca dos glucocorticoides (Ashwell et al, 2000). A
diminuicdo de linfécitos TCD4+CD8+ pode estar associado a uma falha no
processo de desenvolvimento dos timécitos maduros unipositivos CD4+ ou CD8+,
sendo estas células, ap6s maturagdo, exportadas do timo para se juntarem ao
pool de células periféricas (Ashwell et al, 2000). Assim, podemos sugerir que a
diminuicéo de linfocitos TCD4+ na circulagdo observada nos animais submetidos a
contencao pode ter decorrido também de uma menor producéo destas células no
timo.

O presente estudo revelou que, nos animais submetidos a contencéao,
ocorreu um aumento nos eventos apoptéticos e uma diminuicdo na resposta
proliferativa de timocitos. Estes dados séo consistentes com a ideia de que a
resposta proliferativa e a morte celular programada utilizam a mesma via de
activagdo, sugerindo uma regulacdo concomitante deste processo via
glucocorticéides e citocinas (Grassilli et al, 1992). Os glucocorticdides parecem
participar do controlo da proliferacdo celular através da regulacdo de diversos
genes ligados ao crescimento e a diferenciacdo celular, tendendo a promover a
diferenciacao e a inibir a proliferacéo (Grassilli et al, 1992).

Alguns estudos verificaram que em resposta a um agente stressor (de
origem psicoldgica), ha uma diminuicdo da proliferacdo induzida por mitbgeno em
linfocitos do bago (Rabin et al, 1990; Backmet, 2004). Em contraste, encontramos
no nosso estudo um aumento na resposta proliferativa dos linfécitos do bago de
animais submetidos a contencdo. Da mesma forma, Bauer et al (2001)

encontraram um aumento na proliferacdo de linfocitos do baco em animais
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contidos por 60 minutos. E possivel que niveis aumentados de hormonas do
stress possam estar subjacentes a tais respostas. Lysle et al (1990) verificaram
um aumento na expressao de receptores para a IL-2 em linfocitos do baco em
resposta ao aumento dos niveis de corticosterona plasmatica, situacdo que podera
ter implicacdes bioldgicas importantes. De facto, o baco est4d primariamente
envolvido na exterminagdo de antigénios independentes de linfocitos T, tais como
as bactérias encapsuladas, ao passo que os linfonodos sdo responsaveis por
activar a resposta imune a infec¢des nos tecidos (Spencer et al, 1991). Assim, a
activacdo da funcédo de linfécitos do baco induzida pelo stress pode alterar a
proteccdo contra patdégenos provenientes da circulacdo. Todavia, torna-se
necessario avaliar qual o tipo de populacdo de linfocitos que esta sendo alterada
(células de memdria ou células virgens).

Nos linfonodos mesentéricos, verificdamos uma diminuicdo de linfocitos
TCD4+ e um aumento no percentual de linfécitos TCD8+. Estes resultados
parecem representar um dado biolégico importante no que respeita a resposta
imune mediada por linfécitos (Spencer et al, 1991). Uma menor producdo de
imunoglobulinas por linfécitos B, que comummente ocorre em reposta a um
agente stressor, pode decorrer de um aumento do percentual de linfécitos TCD8+
supressores em oOrgaos linféides secundarios (Spencer et al, 1991). Quando
activados por células apresentadoras de antigénio, os linfécitos TCD8+ actuam
inibindo os linfécitos B a produzirem anticorpos (Spencer et al, 1991). Assim, a
incidéncia de infeccbes do tracto respiratorio superior apds a exposicdo a um
agente stressor pode decorrer também de alteragbes no processo de
diferenciacdo de células efectoras nos linfonodos (Nieman et al, 2000). Ademais, é
sempre importante considerar a natureza integrada do sistema imune e como as
alteracdes funcionais de um componente podem influenciar um outro componente.

No presente estudo, verificAmos uma diminuicdo na actividade fagocitica
dos macréfagos alveolares. Para ambos os estimulos utilizados neste estudo
(Zimosan e Escherichia Coli) a contencdo parece ter suprimido a resposta

fagocitica dos macréfagos. Estes resultados corroboram os de Moinard et al
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(1999) que verificaram uma diminuicdo da actividade fagocitica de macrofagos
peritoniais de ratos fisicamente stressados em resposta a estimulo com Zimosan.
Também Nascimento et al (2004) observaram uma diminuicdo da actividade
fagocitica de macrofagos alveolares em resposta a estimulo com S. cerevisie nos
animais contidos por 40 minutos, tendo atribuido esta diminuicdo a presenca de
niveis elevados de corticosterona. De facto, 0 mecanismo subjacente pode estar
relacionado com a presenca aumentada destas hormonas e com a sua accao
inibidora na expressdo de receptores Fc em macrofagos (Fehr et al, 1989). A
diminuicdo da actividade fagocitica de macrofagos tanto pode comprometer o
mecanismo de defesa inato, como a sequéncia de eventos da resposta imune
adaptativa a infeccdo (Zwilling e Hillburger, 1994). A eficiéncia dos fagdcitos
parece ter uma profunda influéncia no aumento ou supresséo da inflamacéao, e se
h&d problemas na remocdo e reparo dos tecidos no processo inflamatério, a
autoimunidade ou o cancer podem advir (Zwilling e Hillourger, 1994; Woods et al,
2000).

O presente estudo fortalece as evidéncias dos efeitos imunossupressores
do stress motivado por factores psicolégicos em animais de laboratorio. Estes
efeitos foram verificados tanto relativamente & concentracdo de células imunes
como as suas funcdes. Se estas alteragbes sdo transitorias, simplesmente reflexo
de uma automodulacéo das células imunes em busca da homeostase, ou se sdo
permanentes, comprometendo desta forma a actuacdo das componentes do
sistema imune, € um assunto que necessita de ser considerado. Todavia, € bem
provavel que, mesmo de natureza transitoria, estas alteracbes tenham
consequéncias fisiopatolégicas importantes e merecam ser consideradas na

etiologia de algumas doencas, como por exemplo, o cancer.

Efeito do treino fisico moderado em ratos stressados
O presente estudo evidenciou que o treino moderado, ainda que sem
promover, por si s6, qualquer alteracdo aparente na dinamica e funcdo dos

parametros imunes avaliados, evitou as alteragbes induzidas por um agente
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stressor de origem psicologica. Este fendmeno, conhecido como toleréncia
cruzada, permite, por aplicacdo de forma continuada de um estimulo (neste caso o
treino fisico), uma atenuacdo da amplitude das alteracdes organicas (tolerancia)
em resposta a aplicagdo aguda de outros diferentes estimulos
agressores/indutores de stress (Foyer et al, 1997). Neste sentido, 0 nosso estudo
fortalece a ideia de que os seres vivos fazem uso de vias e componentes comuns
na relacdo estimulo/resposta a diferentes agentes indutores de stress (Pastori e
Foyer, 2002).

Com o objectivo de se ter um indicador biologico de activacdo do eixo HPA
perante um agente stressor, avaliamos os niveis plasméaticos da corticosterona.
Nos animais treinados e stressados, ndo ocorreu aumento nos niveis plasmaticos
dessa hormona, contrariamente ao observado nos animais nao-treinados e
stressados. Também Kizaki et al (2000) ndo verificaram nenhum aumento nos
niveis plasmaticos de corticosterona de animais treinados (natacdo durante 6
semanas, 5 dias/semana, 90 min/dia) e posteriormente expostos ao stress térmico
(5° C durante 3 horas) quando comparados aos seus pares somente stressados.
Como referido anteriormente, a estimulacdo repetida do eixo HPA parece
promover uma menor sensibilidade da camada cortical das glandulas supra-renais
ao aumento de ACTH. Assim, é possivel que esta aparente adaptagéo cronica do
eixo HPA motivada pelo treino fisico, se possa estender a outros agentes
stressores, hipétese esta que devera ser testada em estudos futuros. Contudo, em
contraste ao presente estudo, Chennaoui et al (2002) verificaram um aumento nos
niveis plasmaticos de ACTH e de corticosterona em animais treinados (60 min/dia,
5 dias/semana, durante 7 semanas) e stressados (40 minutos de contencéo).
Aspectos de caracter metodoldgico, tais como as caracteristicas dos protocolos de
treino e de inducéo de stress implementados, assim como as técnicas de analise
bioquimica e os tempos que medeiam entre o final do programa de treino e o
sacrificio dos animais, poderéo justificar os diferentes resultados encontrados por

outros grupos de investigacgao.
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Poderia ser sugerida a utilizacdo de glucocorticoéides sintéticos, como a
prednisolona ou a dexametasona, para avaliacdo do efeito do treino em
parametros imunes. Dessa forma, poder-se-ia verificar como 0s animais treinados
responderiam a uma alta concentragcdo daqueles corticosterdides. Contudo,
optamos por nao utilizar essa metodologia uma vez que as altera¢cdes imunes nao
devem ser limitadas aos altos niveis de glucocorticoides, pois outras substancias,
como as citocinas, podem mediar a resposta imune e também porque as
substancias sintéticas podem ndo ser bons substitutos para actuacao fisioldgica
dos glucocorticéides, apesar da sua utilidade em estudos clinicos e experimentais
(Blalock, 1994). Nesse sentido, a dexametasona, por exemplo, ndo se liga a
receptores para mineralcorticdides, e pode interagir com 0s receptores dos
glucocorticéides com cinéticas ou afinidades diferentes da corticosterona natural
(Funder, 1993; Sapolsky et al, 2000).

No presente estudo, 0s animais stressados apresentaram um aumento do
percentual de linfocitos apoptéticos no sangue e em o6rgdos linféides,
comparativamente aos ratos treinados e stressados. A apoptose de linfécitos
circulantes é principalmente induzida pelo aumento de glucocorticoides
circulantes, apesar de outras substancias do plasma poderem também contribuir
para a sua inducdo (Lee et al, 2001). A morte da célula pode ser induzida via
receptores de superficie celular Fas e ligante Fas (FasL) ou por citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-6) (Lee et al, 2001). Ferenbarch e Northoff (2001)
documentaram um aumento da expressao do FasL, apdés um agente stressor
fisico agudo, indicando um maior potencial apoptético de leucdcitos. Por outro
lado, em resposta ao treino, ha uma diminuicdo dos indutores soluveis de
apoptose: o FasL, o receptor Fas e o sFasL, uma citocina que induz apoptose
qguando se liga ao receptor Fas de membrana activando as caspases (Sata et al,
1998). Adamopoulos et al (2002) verificaram uma diminui¢cdo na expressao de Fas
e FasL a seguir um exercicio leve (>50% do VO;max) € moderado (60-70% do
VO2max). Os autores concluiram que o treino fisico reduz o sistema Fas/FasL, e,

por essa razéao, tende a atenuar a apoptose. O treino fisico parece também causar
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uma diminui¢do significativa na producdo de citocinas pro-inflamatérias e seus
receptores soltveis (TNF-RI, TNF-RIl e IL-6R) que s&o produtos da interac¢do de
células endoteliais com mondécitos e, simultaneamente, moduladores bioldgicos da
accao de citocinas circulantes (Adamopoulos et al, 2002). Assim sendo, o treino
moderado pode melhorar a tolerancia de leucdcitos a lesao induzida pelo stress
por contencéo.

Além da via mediada pelo Fas, a morte celular pode também ser induzida
via stress oxidativo mitocondrial (Mooren et al, 2004). Alteracbes no potencial
transmembranico mitocondrial (PTM) sdo seguidas de extravasamento de
proteinas do espaco intermembranar, como o citocromo ¢ e o factor de activagédo
de apoptose 1 (Apaf-1) (Ueda et al, 2002). Estas moléculas desencadeiam a
apoptose ou pela activacdo das caspases ou pela condensacdo directa da
cromatina independente de caspases (Ueda et al, 2002). Os sinais iniciais
envolvem um aumento na concentracdo de calcio intracelular e/ou a formacao de
espécies reactivas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (Baumann et al, 2002).
Para prevenir as lesdes resultantes deste stress oxidativo ou nitrosilativo, a célula
esta equipada com diferentes mecanismos de defesa. De facto, substancias
antioxidantes como glutationa, ou enzimas como a superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e glutationa redutase, parecem ter um importante papel
nessa proteccao (Niess et al, 1999). Varios estudos indicam que o treino regular
esta associado ao aumento dos mecanismos de proteccdo celular contra as
espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio (Ueda et al, 2002; Radak et al, 2003).
Portanto, a tolerancia de leucécitos a um agente stressor pode estar também
associada a uma reducao da taxa de sintese de ERO e ERN e/ou a um aumento
da eficacia dos mecanismos antioxidantes destas células (Niess et al, 1999).

A lesdo do DNA pode levar ou a reparacdo do DNA lesado ou a inducéo da
apoptose como mecanismo de defesa celular (Baumann et al, 2002).
Recentemente, Tsai et al (2001) demonstraram que um agente stressor, a
depender de sua magnitude, é habitualmente seguido pelo aumento dos niveis de

fragmentacdo de DNA. Os nossos resultados demonstram que a contencdo
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provocou um aumento no percentual de linfécitos com fragmentacdo do seu DNA,
guer no sangue, quer em o6rgéos linféides. Por outro lado, os animais treinados e
sujeitos a contencao ndo apresentaram qualquer alteracao neste percentual. Estes
resultados estdo de acordo com outros que sugerem que a instabilidade gendmica
apos o stress parece ser menos pronunciada em ratos treinados (Niess et al,
1999; Ueda et al, 2002). Da mesma forma, em homens treinados e submetidos a
uma maratona, houve também uma diminuicdo do percentual de linfécitos
apoptoticos do sangue quando comparados a sujeitos destreinados e submetidos
ao mesmo esfor¢o intenso (Miyazaki et al, 2001).

A p53 parece actuar como um factor de transcricdo induzido pela situacéo
de stress e possuir um papel importante na activacao e integracdo de uma grande
guantidade de respostas celulares adaptativas para uma amplitude de agentes
stressores ambientais (Fridman et al, 2003). Dependendo do tipo e da severidade
do stress celular, a p53 pode estar associada ou nao a inducdo da apoptose
(Fridman et al, 2003). Por exemplo, especificamente a apoptose induzida por
radiacdo, parece ser dependente da p53 (Fridman et al, 2003). Os niveis da p53
sdo dramaticamente aumentados apds a exposicao a radiacdo x, radiacdo idnica,
hipoxia e outros stressores que podem levar a uma massiva apoptose nas celulas
alvo (Bode et al, 1997). Entretanto, a apoptose em resposta ao aumento dos
niveis de glucocorticéides parece ser independente da p53 (Lee et al, 2001). Em
células granulosas humanas, 0s glucocorticoides parecem protegé-las da
apoptose, provavelmente aumentando os niveis de Bcl-2 nestas células (Sasson
et al, 2001). E inclusivamente possivel, que ocorra uma resposta cruzada entre a
accdo do TNF-a e dos glucocorticoides na modulacdo da apoptose, via controlo
dos niveis celulares de Bcl-2 (Huang e Cidlowski, 1999; Crochemore et al, 2002).

No presente estudo, verificAmos que a exposi¢ao a situacdo de contencéo
induziu um aumento da resposta proliferativa e da fragmentacdo de DNA de
linfécitos do bacgo. Nos animais treinados e stressados, estes valores foram
normalizados. Os niveis de Bcl-2 em linfocitos podem alterar o efeito pro-

apoptotico dos glucocorticéides para um efeito anti-apoptético quando estes sao
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expostos a um stressor (Amsterdan et al, 2002). Os glucocorticoides podem
também impedir a sinalizagdo da p53 na inducdo da apoptose e, com isso,
prevenir a lesdo excessiva de células apds diferentes tipos de stress implicados no
aumento da expressao da p53 (Lee et al, 2001). J4 no timo, os nossos dados
demonstram que o stress provocou um aumento de linfécitos apoptoticos e uma
diminuicdo da resposta linfoproliferativa. Nos animais treinados e submetidos a
contencdo, ndo verificamos tais resultados. Em células timicas, o treino parece
atenuar o percentual de linfocitos apoptoticos (Concordet e Ferry, 1993). E
provavel que as adaptacOes ocorridas decorram do aumento da IL-2, a qual, por
sua vez, aumenta os niveis de mRNA da Bcl-2 (Siu et al, 2004).

E interessante considerar que existe uma interac¢do da p53 e do receptor
de glucocorticdides (RG) sob condi¢fes fisiolégicas (Sasson et al, 2001). Ambos,
p53 e RG, sdo mediadores da resposta ao stress, mas ha diferencas intrinsecas
em suas accOes (Sasson et al, 2002). O RG, quando complexado aos
glucocorticéides, est4d envolvido na resposta de lutar-ou-fugir, e mantém a
homeostase durante as alteracdes internas ou ambientais (Sapolsky et al, 2000).
Portanto, o RG, é geralmente envolvido na resposta a sobrevivéncia (Sapolsky et
al, 2000). Por outro lado, a p53, que tem sido descrita como uma guardid do
genoma, responde a uma grande variedade de stressores genémicos, induzindo a
morte celular (Achanta e Huang, 2004). A hipoxia e a lesdao do DNA representam
uma situacao onde a p53 e 0 RG tém efeitos opostos (Huang e Cidlowski, 1999).
A resposta de morte, via p53, é parada quando o ligante activado pela RG é
accionado, ocorrendo entdo a degradacao da p53 (Sasson et al, 2001). O GR é
também inibido pelo aumento da sinalizacdo de morte induzida pela p53 (Huang e
Cidlowski, 1999; Sasson et al, 2001). A interaccdo entre estes factores parece
funcionar como um balanco das respostas celulares para sinais conflitantes.

Adicionalmente, parece-nos importante realgar a possivel contribuicdo das
proteinas HSPs principalmente na reparacdo das proteinas danificadas em
resposta ao stress (Siu et al, 2004). A inducdo da HSP70 parece proteger as

células timicas da apoptose induzida pelo stress através da reducéo da expressao
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das proteinas p53 e Bax (Mosser et al, 1993). A inducdo da HSP70 pode, assim,
representar um importante mecanismo através do qual os efeitos
imunossupressores associados ao stress podem ser minimizados (Mosser et al,
1993). De facto, como seria de esperar, o treino fisico moderado (70% do VO2zmax)
ou intenso (>80% VO2max) parece aumentar a expressao das proteinas HSP70 e
HSP90 em leucdcitos (Fehrenbach et al, 2000).

No presente estudo, a situacdo de contencdo induziu uma diminuicdo na
actividade fagocitica de macréfagos. Contudo, os animais que foram submetidos
ao protocolo experimental de treino e ao stressor ndo apresentaram qualquer
alteracdo nesta funcionalidade. Estes resultados corroboram com os de
Nascimento et al (2004) resultantes de um estudo efectuado com ratos nadadores
e stressados. Segundo Woods et al (1999), os macréfagos sdo células
particularmente sensiveis a cargas sucessivas de exercicio. Os mecanismos
subjacentes a tais adaptacOes séo desconhecidos, mas podem estar relacionados
a factores neuro-enddcrinos. Itoh et al (2004) verificaram em camundongos
treinados por 3 semanas em tapete rolante (18 m/min, 30 min/dia, e 5
dias/semana) uma diminuicdo da expressdo de receptores P,-adrenérgicos em
macrofagos peritoniais. Os resultados de Itoh et al (2004) sugerem que o treino
induziu uma diminuicédo do efeito supressivo das catecolaminas em macroéfagos.

Assim, as alteracbes homeostéticas em resposta a situacdes agressivas
parecem ser atenuadas pela aplicacdo de um treino fisico prévio. As células do
sistema imune parecem apresentar mecanismos adaptativos que permitem a
melhoria da sua funcionalidade em resposta ao exercicio fisico regular e de

intensidade moderada.
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7. CONCLUSOES

O treino fisico de intensidade moderada, por si s6, ndo alterou a contagem
total e diferencial de células imunes da circulacdo, o arranjo de leucécitos em
compartimentos imunes, os indicadores de apoptose de linfécitos do sangue e de
orgaos linféides, a funcéo proliferativa de linfocitos de orgéos linféides e a funcéo
fagocitica de macroéfagos.

A situacdo de contengdo promoveu um aumento dos niveis plasmaticos de
corticosterona, a qual se associou a leucopenia, linfopenia, monocitose e
neutrofilia. A exposicdo a situacdo de contengdo também induziu uma diminui¢éo
da relacdo de linfécitos TCD4+/CD8+ do sangue, afectou a concentracdo, a
viabilidade e a funcdo de linfécitos do sangue e de érgdos linfoides e, ainda,
diminuiu a funcdo de macréfagos do aspirado bronco-alveolar. Estas alteracdes,
Nno seu conjunto, sdo sugestivas de um estado de imunossupressao.

Nos animais treinados e submetidos posteriormente a situacdo de
contencdo, comparativamente aos nao treinados e stressados, a amplitude de
variagdo dos parametros imunolégicos estudados foi significativamente atenuada.
As evidéncias aqui disponiveis sugerem que o treino moderado tenha efeitos
moduladores importantes na dindmica e na funcao de células imunes quando o
organismo € sujeito a accado de outros estimulos agressores. Estes dados
sugerem fortemente que o treino fisico induziu tolerancia cruzada, ao nivel da
resposta do sistema imune, atenuando significativamente a intensidade das

respostas organicas agudas a situacao de contencao.
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8. PERSPECTIVAS PARA INVESTIGAGCOES FUTURAS

O presente estudo suscitou o0 interesse para outras investigagoes futuras
nas quais, em animais treinados, seja possivel avaliar aspectos da resposta imune
a outras condicdes fisiopatoldégicas, agudas ou crdnicas, tais como: i) a
endotoxemia, i) a implantacdo de tumores, iii) a diabetes melittus, iv) a
desnutricdo no periodo de aleitamento e v) o envelhecimento.

No que respeita aos hipotéticos mecanismos responsaveis pela tolerancia
do sistema imune a estimulos repetidos, 0os seguintes parametros devem ser tidos
em consideracao nessas investigagoes futuras:

1) Sub-populagdes de linfécitos TCD4+ e CD8+ (memoria ou virgens) do sangue e
de o6rgaos linféides.

2) Niveis plasmaticos de citocinas como o TNF-a e a IL-6.

3) Expresséao de receptores para glucocorticoides em linfécitos e macrofagos.

4) Expressao das proteinas p53 e Bcl-2 em linfécitos e mondécitos/macrofagos.

5) Expresséao das proteinas HSP70 e HSP90 em leucdcitos

6) A regulacdo da geracdo de ERO/ERN em células imunocompetentes em
resposta ao exercicio agudo e ao treino regular;

7) Os efeitos imuno-moduladores de ERO/ERN que inclui activacdo de factores de
transcripgéo;

8) O efeito dos antioxidantes induzidos pelo exercicio na fun¢éo imune.
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