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RESUMO 
Este estudo avaliou o efeito do treino físico moderado na resposta imunológica 

de ratos submetidos a uma situação de contenção. Ratos machos Wistar 

(n=30) foram divididos em não-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 VO2max). Após as 8 

semanas e 24 horas após a última sessão de treino, metade dos animais de 

cada grupo foi submetido, durante 60 minutos, ao stress agudo por contenção. 

Os animais treinados não apresentaram alteração na contagem de leucócitos 

da circulação, no arranjo de linfócitos no timo, baço e linfonodos mesentéricos, 

nos indicadores de apoptose de linfócitos, na função proliferativa de linfócitos e 

fagocítica de macrófagos alveolares. Houve um aumento no percentual de 

linfócitos TCD4+ (p<0,05) no sangue e nos linfonodos mesentéricos nos 

animais treinados. Por outro lado, os animais não-treinados e submetidos à 

contenção apresentaram uma leucopenia, linfopenia, neutrofilia e monocitose. 

Houve uma diminuição na relação de linfócitos TCD4+/CD8+ do sangue, 

diminuição na composição celular do timo, do baço e dos linfonodo. Os 

resultados revelaram ainda um aumento do número de linfócitos com 

indicadores de apoptose em órgãos linfóides e no sangue. A função 

proliferativa de linfócitos do timo e linfonodos e a fagocítica de macrófagos foi 

diminuída (p<0.05) e houve um aumento  na resposta proliferativa de linfócitos 

do baço (p<0.05). Os animais treinados e submetidos posteriormente à 

situação de contenção, não apresentaram as alterações anteriormente 

relatadas. As evidências disponíveis indicam que o treino moderado tem efeitos 

moduladores importantes na dinâmica e na função das células imunes quando 

o organismo é sujeito à acção de estímulos agressores. Estes dados sugerem 

que o treino físico atenuou a intensidade das respostas orgânicas agudas à 

situação de contenção, induzindo uma tolerância cruzada ao nível da resposta 

do sistema imune.  

 

Palavras-Chave: Exercício regular, stress, sistema imunológico, tolerância-

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 VO2max). 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 

 



RÉSUMÉ 
Cette étude a évalué les effets de l’entraînement physique modéré sur la 

réponse immunne de rats, soumis ou pas au stress de contention. Des rats 

Wistar mâles (n=30) ont été distribués randomiquement en groupes d’entraînés 

ou de pas-entraînés. Les animaux entraînés ont été soumis à un programme de 

course pendant 8 semaines, à tapis roulant (5 jours/semaine, 60 minutes/jour, à 

70% du VO2max). Après 24 heures de la dernière session d’ entraînement, la 

moitié des animaux dans chaque groupe a été soumise au stress de contention 

aigu pendant 60 minutes. Les animaux entraînées 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 entraînés. Parcontre, les 

animaux pas-entraînés qui ont été soumis à 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 

l’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 entraînés et soumis à un stress de contention aigu n’ont 

présenté aucune altération par rapport aux animaux pas-entraînés et stressés. 

Les résultats de ce travail suggèrent fortement que l’entraînement physique 

induit une tolérance-croisée dans  la réponse immunnitaire. Toutefois, 

l’entraînement physique atténue significativement l'intensité des réponses 

organiques aiguës au stress de contention.    

Mots-clef: régulier exercíses, stressés, système immunnitaire, tolérance-

croisée 
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NF-KB Activador Transcripcional Nuclear 
ng/ml Nanograma por mililitro 
NK Natural Killer 
nm nanômetro 
NT Não-treinado 
NT+S Não-treinado e stressado 
PBS Tampão Fosfato 
PI Iodeto de Propídeo 
POMC Pró-opiomielanocortina 
RIE Radioimunoensaio 
RM Repetição Máxima 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RU-486 Antagonista do Receptor Tipo II de Glucocorticóide 
s Segundo 
SAG Síndrome da Adaptação Geral 
SNS Sistema Nervoso Simpático 
SOD Superóxido Desmutase 
SSC Side scattered 
T Treinado 
T+S Treinado e stressado 
Th1 Linfócitos T helper do tipo I 
Th2 Linfócitos T helper do tipo II 
TNF-α Factor de Necrose Tumoral Alfa  
TSH Hormona Estimuladora da Tiróide 
VCO2 Volume de Dióxido de Carbono 
VO2 Volume de Oxigénio 
VO2max Consumo Máximo de Oxigénio 
µg Micrograma 
µL Microlitro  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O “estado de stress” diz respeito à condição de alteração da homeostase do 

organismo em resposta a estímulos percebidos, sejam eles de natureza física, 

química ou psicológica, e motiva o aparecimento de inúmeras alterações 

orgânicas, não só fisiológicas mas também comportamentais (Selye, 1955). O 

estímulo cognitivo é detectado por um dos cinco sentidos, os quais enviam 

informações para o cérebro, particularmente para o hipotálamo (Selye, 1955). 

Várias substâncias, que funcionam como sinais fundamentais, são, então, 

libertadas do hipotálamo e uma cascata de eventos se sucede, sendo a hipófise o 

principal alvo dessas substâncias. Na sequência, as hormonas hipofisárias 

actuarão na tireóide, nas gónadas, nas glândulas supra-renais e em órgãos 

linfóides (Selye, 1971). Em resposta, os órgãos linfóides libertarão células imunes 

para a circulação (Selye, 1955). Tudo indica que o sistema imunológico seja um 

alvo, altamente sensível, dos mediadores libertados não só pela hipófise e 

restantes componentes do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal, mas também por 

outras glândulas endócrinas (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 idêntica ao que acontece em células da 

pituitária, a produção destas hormonas por células do sistema imune responde, na 

maioria dos casos, a factores inibitórios ou estimuladores do hipotálamo, bem 

como, a hormonas envolvidas na regulação do feedback negativo (Gaillard et al, 

1994).  

Esta modulação do sistema imunológico, induzida pelo stress agudo, já é 

um fenómeno bem conhecido (Concordet e Ferry, 1993; Millán et al, 1996; De 

Castro et al, 1999), estando descrita a ocorrência de neutrofilia, linfopenia e 

monocitose a seguir à exposição ao estímulo indutor da situação de stress 

(Ottaway e Husband, 1994). Estas alterações parecem resultar da migração de 

células para o sangue, via aumento da concentração das catecolaminas (Ottaway 

e Husband, 1994). Selye (1955) observou que o timo, o baço, os nódulos linfáticos 



Introdução 
 

 2

e outras estruturas linfóides apresentavam intensa redução ou atrofia no animal 

stressado. Em adição, a exposição ao frio ou a contenção física induzem uma 

involução tímica em ratos com consequentes alterações na composição celular 

deste órgão (Selye, 1936b). Apesar de não-conclusivos, os estudos sugerem uma 

alta correlação dos efeitos imunossupressores induzidos pela situação de stress e 

o aumento nos níveis de glucocorticóides no plasma (Gillis et al, 1979; Gaillard, 

1994; Raberg et al, 1998). Desse ponto de vista, a função das células imunes 

também parece ser afectada após um estímulo stressante, uma vez que há 

receptores para glucocorticóides nestas células (Gaillard, 1994). Particularmente a 

actividade citotóxica de células natural killer (NK) e a proliferativa de linfócitos T e 

B parecem ser afectadas (Herbert e Cohen, 1993). A função anti-microbiana e 

antitumoral de macrófagos/monócitos parecem também diminuir (Di Rosa et al, 

1990). A diminuição destas funções tem sido associada a uma maior incidência de 

infecções e ao alastramento  de tumores em animais submetidos a condições de 

stress prolongado.  

 A relação entre exercício físico e saúde vem-se consolidando nos últimos 

anos. Estudos clínicos, de ampla abordagem epidemiológica, têm demonstrado a 

alta incidência de mortalidade por doenças cardiovasculares em pessoas 

sedentárias (Farrell et al, 1998). Por outro lado, a práctica regular de exercício 

físico tem sido associada à promoção da saúde e à prevenção de numerosas 

doenças crónico-degenerativas (Farrell et al, 1998). Para além disso, têm também 

surgido na literatura diversos trabalhos relacionando os efeitos do exercício físico 

com a funcionalidade do sistema imunológico (Nieman et. al. 1990a; Nieman et. al. 

1990b; Fitzgerald 1991; Heath et. al. 1991; Blanning et al 1998). Diferentes tipos 

de exercício físico parecem provocar alterações distintas no sistema imune (Tvede 

et al, 1993). Estudos recentes indicam que o exercício regular moderado pode 

melhorar os mecanismos orgânicos de defesa, enquanto que o treino intenso 

parece enfraquecê-los (Nehlsen-Cannarella, 1998; Pyne & Gleeson, 1998; 

Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Esta relação, entre exercício físico e sistema 

imune, é complexa e pode ser vista como uma subclasse de uma área científica 
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maior que é a “imunologia do stress” (Hoffman-Goetz e Pedersen 1994). Neste 

sentido, ressalta-se a comunicação bidireccional entre o sistema nervoso, o 

sistema endócrino e o sistema imunológico, sugerindo vias autonómicas e 

modulação da resposta imune após uma exposição ao stress (Blalock, 1994; 

Besedovski et al, 1985).  

O exercício físico, enquanto modelo indutor de stress físico, pode actuar em 

qualquer instância ao longo da sequência de eventos da resposta imune (Brenner 

et al, 1998). Contudo, se esta actuação é benéfica ou deletéria poderá depender 

quer da intensidade quer da frequência e duração do esforço. Particularmente, o 

exercício físico moderado e efectuado de forma regular parece estar associado a 

uma melhoria de muitas funções imunes, parecendo retardar ou até mesmo 

prevenir a incidência e a progressão de alguns tumores (Smith et al, 1996). Há 

também relatos de uma baixa incidência de infecções do tracto respiratório 

superior em indivíduos que se exercitavam regularmente (Heath et al, 1991). 

Estudos realizados com humanos e animais, sugerem que o aumento de 

funcionalidade do sistema imunológico motivado por um treino moderado, parece 

resultar do aumento (i) da actividade anti-tumoral e citotóxica de macrófagos e de 

linfócitos, (ii) da actividade antimicrobiana e fagocítica de neutrófilos, e (iii) da 

actividade citotóxica 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 

tolerância de células imunes quando expostas a pequenas cargas de stress.  

Em muitos órgãos (por exemplo, o coração) e tecidos tem-se demonstrado 

que a resposta a situações agressivas parece ser atenuada pelo treino físico 

aplicado previamente, isto é, parece que o treino induz o aparecimento de 

tolerância para outros situações agressivas/stressantes de natureza diferente da 

do exercício físico agudo, tais como a isquemia/reperfusão e a agressão química, 

sendo este fenómeno conhecido por tolerância cruzada (Kihlstrom et al, 1990, Ji et 

al, 1994, Liu et al, 2000). 
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 Os estudos no campo da imunologia do exercício descrevem o efeito de 

cargas súbitas de exercício físico a seguir ao treinamento, associando modelos de 

stress agudo com o crónico (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 exercício, 

parecem limitar a extrapolação dos resultados para outros tipos de stress.  

 O stress de contenção, enquanto modelo de stress de origem psicológica, 

desencadeia alterações imunes e um padrão de secreção hormonal similares aos 

demais tipos de estímulos indutores de stress estudados (Manhães-de-Castro, 

1995). Assim, do ponto de vista imunológico, a exposição de um animal à situação 

de contenção pode inibir muitos aspectos da defesa orgânica, incluindo actividade 

das células NK, a função de macrófagos, a resposta dos linfócitos T e a produção 

de anticorpos por linfócitos B, entre outros (Fleshner et al, 1992; Millan et al, 

1996). Estas respostas, tal como já referido, podem ser explicadas, pelo menos 

parcialmente, por factores e mecanismos neuro-endócrinos (Gaillard, 1994). Assim 

sendo, a utilização de um modelo de stress psicológico, como a contenção, 

poderia esclarecer ou suscitar novos questionamentos a respeito do impacto que o 

exercício físico regular pode exercer no sistema imune e no estudo da tolerância 

cruzada induzida pelo treinamento.  

 Tendo em consideração o anteriormente exposto, este estudo teve como 

objectivo verificar o efeito do treino físico moderado na intensidade e na qualidade 

da resposta imunológica aguda ao stress psicológico de contenção. Para tanto, 

em ratos treinados e sedentários, submetidos ou não ao stress de contenção, 

foram analisados os seguintes parâmetros imunes: (1) contagem total e diferencial 

de leucócitos e de linfócitos do sangue (2) sub-populações de linfócitos em órgãos 

linfóides (timo, baço e linfonodos mesentéricos); (3) indicadores de apoptose de 

linfócitos do sangue, timo, baço e linfonodos mesentéricos; (4) índice de 

proliferação de linfócitos e (5) taxa de fagocitose de macrófagos bronco-

alveolares.  
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 2.  REVISÃO DA LITERATURA 
 
 2.1.   O sistema imunológico: considerações gerais 

 O sistema imunológico é determinante para o combate a 

microorganismos invasores, para a remoção de células mortas e detritos 

celulares e para o estabelecimento da memória imunológica (Schulenburg et al, 

2004). Como qualquer sistema, possui uma organização complexa e um 

conjunto invariante de relações 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 é um 

componente.  

 As células que constituem o sistema imunológico originam-se a partir de 

células hematopoiéticas pluripotentes, localizadas na medula óssea, e as 

diferenciações posteriores ocorrem não só aí como também noutros locais 

específico do organismo (Hames e Glover, 1996). As populações leucocitárias 

compreendem os granulócitos polimorfonucleares (neutrófilos, eosinófilos e 

basófilos), os monócitos/macrófagos e os linfócitos (linfócitos T, B e células 

“natural killer” [NK]). 

 Os neutrófilos compreendem a sub-população de leucócitos de maior 

número na circulação (Schulenburg et al, 2004). São importantes fagócitos do 

sangue e participam na reacção inflamatória, sendo sensíveis a agentes 

quimiotáxicos libertados pelos mastócitos e basófilos assim como pela 

activação do sistema do complemento (Mabbott, 2004). A leucocitose por 

neutrofilia pode indicar uma infecção bacteriana ou uma inflamação em 

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

 Uma outra linhagem de células fagocíticas inclui os mononucleados 

monócitos e macrófagos. Os monócitos são células presentes no sangue 

periférico que continuamente se diferenciam em macrófagos após migrarem 

para os tecidos (Adams e Hamilton, 1992). Os macrófagos estão presentes em 

vários tecidos, órgãos e cavidades (Adams e Hamilton, 1992). Estão envolvidos 
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na actividade microbicida e antitumoral e manifestam uma função celular 

acessória como apresentadores de antigénio (Adams e Hamilton, 1992). 

Aspectos característicos dos macrófagos incluem a capacidade de aderência, a 

quimiotaxia, a produção de espécies reactivas de oxigénio e a citotoxicidade 

(Adams e Hamilton, 1992). São também uma fonte de citocinas mediadoras 

das reacções fisiopatológicas que habitualmente acompanham a lesão celular 

(Boscolo et al 2004).  

 Os macrófagos são células de alto poder fagocitário, reguladas por 

outras células (linfócitos T e B) e por mediadores químicos produzidos pelo 

sistema nervoso simpático (SNS) e pelo eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA) [Adams e Hamilton, 1992]. Por exemplo, Zwilling et al (1991) verificaram 

que a activação do eixo HPA suprime a expressão de moléculas do complexo 

de histocompatibilidade principal de classe II (MHC II) em macrófagos 

peritoniais de murinos. Da mesma forma, a presença de glucocorticóides em 

culturas de macrófagos resulta na inibição da produção de espécies reactivas 

de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) por estas células (Di Rosa et al, 1990). 

Os macrófagos também possuem efeitos pró e anti-inflamatórios e promovem o 

desenvolvimento da imunidade mediada por linfócitos (Adams e Hamilton, 

1992). 

 Os linfócitos são heterogéneos em tamanho e morfologia (Hames e 

Glover, 1996). As diferenças entre estas células são observadas quanto à 

razão núcleo/citoplasma e à presença ou não de grânulos citoplasmáticos 

(Hames e Glover, 1996). Células de morfologia similar são encontradas no 

baço, medula óssea, linfonodos, timo, e outras áreas como as placas de Peyer 

(Bode et al, 1997). Os linfócitos podem ser classificados de acordo com seus 

marcadores de membrana, reacções a estímulos, padrões de migração e vida-

média (Hames e Glover, 1996). No timo, ao adquirirem determinadas 

características, transformam-se em linfócitos T, com marcadores antigénicos 

de superfície CD4+ (auxiliar- “helper”) ou CD8+ (supressor e citotóxico) 

[Westermann e Pabst, 1996]. Estas células fazem parte da resposta 

imunológica 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 incorporação aumentada de [3H] timidina (Tharp e 

Preuss,1991).  

 Apesar de não sintetizarem imunoglobulinas (Ig), os linfócitos T actuam 

como moduladores da resposta imunológica (Hames e Glover, 1996). Isto se 

dá através de interacções entre os vários tipos de linfócitos T com os 

macrófagos e as células dendríticas durante a resposta imunológica mediada 

por células (Adams e Hamilton, 1992). Os linfócitos B atingem a maturidade 

provavelmente na medula óssea e são precursores das células produtoras de 

anticorpos, os plasmócitos (Hames e Glover, 1996). Quando estimulados por 

lipopolissacarídeos (LPS) em cultura, estas células passam a proliferar 

(DeFranco et al, 1994).     

 Os linfócitos normalmente presentes na circulação e nos tecidos 

linfóides encontram-se em estado quiescente, situação na qual se apresentam 

metabolicamente pouco activos (Hames e Glover, 1996). Um estímulo do tipo 

invasivo ou neoplásico é capaz de promover a activação dessas células, 

levando-as a proliferar e a secretar citocinas envolvidas na resposta imune 

(Adams e Hamilton, 1992). A mudança para o estado activado é também 

acompanhada por alterações metabólicas nestas células, onde as vias 

biossintéticas e energéticas são estimuladas (Calder e Yaqoob, 1999, 

Nascimento et al, 2001).  
 Há ainda as células NK, um tipo de linfócito encontrado no sangue. 

Estas células são conhecidas por desencadearem a defesa precoce contra 

certas infecções intracelulares e exterminação de células tumorais (Adams e 

Hamilton, 1992).     

A resposta local a uma infecção ou tecido lesionado envolve a produção 

de citocinas, que vão facilitar o influxo dos vários tipos de leucócitos para a 

região atingida (Adams e Hamilton, 1992). Para além da sua acção mediadora 

no sistema imune, as citocinas podem também actuar em outros sistemas 

modificando, nestes, as suas funções (Vizi et al, 1998). Por exemplo, Gulick et 

al (1989) verificaram que a interleucina (IL-1) e o factor de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) suprimem a taxa de contracção espontânea e reduzem a actividade 

contráctil em resposta a estimulação β-adrenérgica de cardiomiócitos. Já 
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Dinarello (1994) verificou que a injecção sistémica de IL-1 parece aumentar a 

excreção renal de sódio. No que respeita ao sistema nervoso central, o TNF-α 

inibe a libertação da noradrenalina na eminência mediana (Elenkov et al, 1992) 

e a IL-2 reduz a acção da acetilcolina no hipocampo (Hanisch et al, 1993). 

O sistema imune parece ser sensível tanto aos agentes infecciosos 

como às alterações na homeostasia orgânica (Besedovsky et al, 1985). As 

alterações na homeostasia sugerem uma inter-relação do sistema imune com 

outros sistemas, como o nervoso e o endócrino (Blalock, 1994). Aliás, a relação 

bidireccional entre estes sistemas parece ser o marco do entendimento actual 

da actividade imunológica, demonstrando a forma multi-conectada com que o 

sistema imune actua (Atanackovic et al, 2004). É de ressalvar os experimentos 

pioneiros onde se demonstrou, em camundongos, que a resposta imune ao 

vírus da doença de Newcastle era acompanhada por um aumento no sangue 

da hormona adrenocorticotrófica (ACTH) e de corticosterona (Besedovsky et 

al,1985). Algum produto libertado por leucócitos parecia induzir a secreção das 

referidas hormonas. Em seguida, foi observado que o efeito era neutralizado 

por anticorpos anti-IL-1 (Besedovsky et al, 1986). Aliás, a injecção de IL-1 em 

camundongos aumentava a concentração de ACTH e dos glucocorticóides no 

sangue (Besedovsky et al, 1986). Em 1990, Bermudez et al verificaram a 

presença de receptores β-adrenérgicos em macrófagos peritoniais de ratos e 

em células linfóides. Vizi et al (1998) evidenciaram a presença de fibras 

nervosas simpáticas inervando órgãos linfóides. Actualmente, as doenças auto-

imunes e alguns tipos de neoplasias já não são mais vistas de forma isolada 

mas sim interligadas ou até mesmo dependentes de alterações 

neuroendócrinas (Atanackovic et al, 2004; Faure et al, 2004).  

Há muito tempo que se sabe da estreita relação entre o estado 

emocional de um indivíduo e sua susceptibilidade a doenças, porém, somente 

em épocas mais recentes se começou a estudar, de maneira sistemática, como 

se processa essa inter-relação (Ottaviani e Franceschi, 1996). Neste contexto, 

surgiu, então, um novo ramo da ciência, denominado 

neuroendocrinoimunologia, o qual estuda toda a via de neuromodulação, desde 

os impulsos provenientes do córtex cerebral, activando o sistema nervoso 
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simpático ou passando pelo eixo hipotalâmico-hipofisário, seus produtos 

endócrinos e as consequências fisiológicas envolvidas com o sistema imune 

(Gaillard, 1994).  

 

 2.2.  Stress: interacções neuroendócrinas e imunológicas 

 O estado de stress refere-se à condição de alteração da homeostasia do 

organismo em resposta a estímulos percebidos (físicos, químicos, psicológicos 

ou outros) [Selye, 1955], motivando respostas fisiológicas e comportamentais 

(Selye, 1955, 1956).  

 A resposta ao stress e a resposta imune são fenómenos fundamentais 

na luta do organismo contra agentes potencialmente danosos (Berczi, 1998). 

Estas respostas, essenciais para a sobrevivência, parecem ter bases sólidas 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 função 

clara na mediação da resposta ao stress, estão presentes em moluscos, peixes 

e humanos (Ottaviani et al, 1995; Ottaviani e Franceschi, 1996). Os hemócitos, 

células imunes de invertebrados, produzem uma variedade de citocinas, 

hormonas, neuropeptídeos e neurotransmissores, constituindo uma espécie de 

resposta primitiva ao stress (Ottaviani e Franceschi, 1996). Da mesma forma, 

em células imunes fagocíticas de vertebrados e invertebrados, a presença de 

citocinas, óxido nítrico, pró-opiomielanocortina (POMC) e seus derivados 

peptídicos, revelam uma possível origem filogenética comum do sistema imune 

e neuroendócrino (Ottaviani e Franceschi, 1997).  

 O stress tem dois lados inter-relacionados: o estímulo 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 condição resultante. A totalidade destas alterações seria a “síndrome da 

adaptação geral” ou SAG (Selye, 1971). De acordo com este autor, a SAG 

evolui em três estágios: a reacção de alarme, o estágio de resistência e 

finalmente o estágio de exaustão. A reacção de alarme é uma fase aguda, 
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onde o organismo desencadeia manifestações metabólicas e funcionais de 

ajuda. Contudo, se o stressor se mantém, o organismo entra então na fase de 

resistência que conduz à regressão de várias alterações da primeira fase. O 

estágio de exaustão é a consequência da falha dos mecanismos de adaptação. 

 É no sistema límbico que tem início a função psíquica de avaliação da 

situação, dos factos e eventos externos, promovendo as interacções das 

percepções córtico-cerebrais com o hipotálamo (Gaillard, 1994). Imediatamente 

em resposta a um stressor, ocorre um aumento da secreção endócrina de 

catecolaminas por activação do SNS (Gaillard, 1994). Há também um aumento 

das concentrações de dopamina e noradrenalina no cérebro, o que leva o 

hipotálamo a aumentar a libertação de CRH na circulação portal (Gaillard, 

1994). Em resposta, a hipófise aumenta então a secreção da ACTH, 

vasopressina, prolactina, hormona do crescimento (GH) e hormona 

estimuladora da tiróide (TSH) [Gaillard, 1994]. Na sequência, as hormonas 

hipofisárias actuarão na tiróide, nas gónadas, nos órgãos linfóides e nas 

glândulas supra-renais (Gaillard, 1994). Estas últimas vão secretar hormonas 

como as catecolaminas e os corticóides que são os principais indicadores 

biológicos 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 

elevações dos seus níveis plasmáticos, tais como as catecolaminas, os 

corticoides, a hormona de crescimento e o glucagon, são habitualmente 

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

A activação do SNS e os eventos sequenciais do eixo HPA parecem 

possuir uma relação intrínseca com as componentes do sistema imunológico, 

não só pela presença de receptores hormonais em leucócitos, mas também 

pela relação anatómica observada entre os três sistemas (Herbert e Cohen, 

1993; Gaillard, 1994). Um exemplo desta inter-relação seria a activação do eixo 

HPA pela IL-1 que vai resultar no aumento da secreção de CRH (Dinarello, 

1994). Da mesma forma, os leucócitos humanos, durante a produção de 
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interferon-γ (IFN-γ), expressam peptídeos com particularidades antigénicas, 

características biológicas e estruturais similares ao ACTH (Blatteis, 1992).  

A modulação do sistema imunológico induzida por um stressor já é um 

fenómeno bem conhecido (Concordet e Ferry, 1997; Millán et al, 1996; De 

Castro et al, 1999). A seguir à exposição 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). Millán et al (1996) verificaram alterações na dinâmica de leucócitos 

do sangue em ratos após 1 hora de contenção. A expressão de β-receptores 

nas diferentes células imunes parece fornecer a base molecular para acção 

das catecolaminas (Millán et al, 1996). Contudo, a densidade de receptores 

adrenérgicos e a eficiência do sistema de transdução AMPc diferem nos vários 

tipos de células imunocompetentes (Gaillard, 1994). Os neutrófilos e as células 

NK parecem apresentar maior número de receptores, sendo seguidos, por 

ordem decrescente, pelos linfócitos TCD8+, pelos linfócitos B e, finalmente, 

pelos linfócitos TCD4+ (Gaillard, 1994).   

Um stressor pode induzir a inibição de muitos aspectos da defesa 

orgânica, incluindo a actividade das células NK, a resposta proliferativa dos 

linfócitos e a produção de anticorpos pelos plasmócitos (Bauer et al, 2001). 

Estas alterações têm repercussões nos mecanismos de defesa do organismo e 

comprometem a sua actuação 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 inibição na produção do 

factor de crescimento de linfócitos T induzida pelo aumento de hormonas do 

stress. De Castro et al (2000) verificaram uma diminuição na produção do 

anião superóxido por macrófagos em resposta ao stress psicológico em ratos. 

Estes estudos suportam o conceito de imunossupressão induzida pelo stress, 

pois, conforme referido acima, os linfócitos e os macrófagos actuam, de forma 

determinante, contra a carcinogénese e a auto-imunidade.  
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 A dinâmica e as funções de células imunes periféricas também são 

transitoriamente alteradas pelos glucocorticóides (Bauer et al, 2001). Os 

glucocorticóides constituem uma classe de hormonas esteróides, que 

apresentam actividade na homeostasia, no desenvolvimento, na diferenciação 

e na resposta ao stress, fazendo conexão directa entre sinais extracelulares e a 

resposta transcripcional (Fleshner et al, 1992). Em níveis fisiológicos, estas 

hormonas bloqueiam o processo inflamatório, suprimem a activação 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). São comummente utilizadas na terapia aguda e crónica de 

diversas doenças imunes, como a asma e a artrite reumatóide, na 

quimioterapia de neoplasmas linfóides, por causarem apoptose nessas células, 

e, ainda, como imunosupressores, na prevenção da rejeição celular/tecidual 

após transplante de órgãos (Jefferies, 1994; Strasser, 1995). Jefferies (1991) 

ressalta a importância das doses fisiológicas de glucocorticóides em pacientes 

e animais experimentais, melhorando a síntese de imunoglobulinas por 

linfócitos B in vitro. Também a resposta de linfócitos T periféricos de ratos 

adrenalectomizados à ConA foi reduzida em 65%, quando comparada aos 

linfócitos de ratos controle, sendo completamente restaurada pela 

administração de corticosterona (Wiegers et al, 1993). Assim, em doses 

fisiológicas, os glucocorticóides parecem ter um papel importante na 

restauração da homeostasia orgânica. 

 Níveis aumentados desta hormona influenciam essencialmente a 

quimiotaxia de granulócitos, linfócitos e monócitos e a função de macrófagos e 

linfócitos T (Jefferies, 1991; Wiegers et al, 1993). Os glucocorticóides diminuem 

rapidamente os níveis sanguíneos de linfócitos (mais os T do que os B, e mais 

os TCD4+ do que os TCD8+ e as células NK), eosinófilos, basófilos e 

monócitos, mas aumentam os níveis de neutrófilos no sangue (Jefferies, 1991). 

Esta redistribuição de células deve-se, provavelmente, às alterações na 

expressão de moléculas de adesão induzida pelos glucocorticóides e parece 

ser temporariamente benéfica, tendo em vista a diminuição da intensidade das 
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reacções inflamatórias aos agentes stressores (Jefferies, 1991; van de Stolpe 

et al, 1993).   

 Os glucocorticóides, em altas concentrações, parecem induzir baixa na 

regulação de receptores de linfócitos T e aumentar a taxa de catabolismo, 

reduzindo as reservas de aminoácidos que são necessários para proliferação 

de linfócitos B e síntese de imunoglobulina (Nascimento et al, 2001). Há 

também atrofia do timo e em menor extensão outros tecidos linfóides (Jefferies, 

1991). Em ratos, os glucocorticóides levam a uma dramática depleção de 

linfócitos T do timo, afectando subpopulações CD4+CD8+ (linfócitos imaturos 

duplamente marcados) e a percentagem de CD4+ e CD8+ (Bauer et al, 2001). 

O mecanismo subjacente ainda não está bem esclarecido, mas pode estar 

associados à indução de apoptose de linfócitos T, imaturos e maduros, neste 

órgão (Engler e Stefanski, 2003).  

 A apoptose, que pode ser disparada sob diversos tratamentos celulares 

com activação de múltiplas vias de transdução de sinal, é caracterizada por 

uma combinação de eventos (Wyllie et al, 1980). O processo geralmente se 

inicia por activação de um receptor específico, o qual, por sua vez, activa uma 

cascata de caspases, as quais coordenam e exercem acções efectoras, como 

hidrólise de proteínas e DNA, externalização de fosfatidilserina e alteração do 

citoesqueleto, entre outros (Wyllie et al, 1980). Um dos meios mais utilizados 

para se averiguar se ocorre morte celular por apoptose é pela manutenção da 

integridade dos organelos, principalmente das mitocôndrias, e visualização da 

fragmentação do DNA (Kroemer et al, 1998). Niess et al (1997) verificaram em 

ratos que um exercício físico exaustivo provocou stress oxidativo e lesão do 

DNA de leucócitos. Hoffman-Goetz e Zajchowski (1999) demonstraram que o 

aumento nos níveis de corticosterona em resposta a um stressor físico é 

suficiente para induzir a apoptose de linfócitos. Concordet e Ferry (1997) 

verificaram que um exercício intenso de longa duração (2.5 horas) promoveu a 

apoptose de timócitos em ratos. O processo de morte celular destas células foi 

parcialmente inibido pelo tratamento prévio com RU-486 (um antagonista do 

receptor tipo II de glucocorticóide), indicando o envolvimento de uma via 

mediada pelo receptor de glucocorticóides (Concordet e Ferry, 1997). 
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Pelo exposto, tudo indica que as células do sistema imunológico se 

encontram sob uma complexa rede de influência dos sistemas nervoso e 

endócrino. Seus mediadores (neurotransmissores e hormonas diversas) 

actuam sinergicamente com outros produtos linfocitários, de macrófagos e 

moléculas da resposta inflamatória na regulação de suas acções (Berczi, 

1998).  

A ideia de uma relação entre os sistemas imune, nervoso e endócrino 

progrediu com os estudos sobre a resposta imunológica 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 

exercício físico, enquanto modelo mensurável de indução de stress físico, 

provoca alterações na dinâmica e na funcionalidade de células imunes 

similares aos demais tipos de stressores (revisto por Leandro et al, 2002).  

Um estudo pioneiro nessa área 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 número de neutrófilos 

na circulação. Contudo, a relação entre exercício físico e o sistema imune 

tornou-se mais sólida a partir de observações acerca do aumento da incidência 

de infecções do tracto respiratório superior (IRTS) em atletas após treinos 

intensos ou prolongados, e/ou competições exaustivas (Peters e Bateman, 

1983; Nieman et al, 1990a, Heath et al, 1991; Mackinon e Hooper, 1994; Pyne 

e Gleeson, 1998).  

Os efeitos do exercício físico sobre as componentes do sistema imune 

são empiricamente conhecidos, apesar de só recentemente estarem a ser 

estudados os mecanismos subjacentes a estas influências. 

 

 2.3. O exercício físico e a resposta imunológica 
 O exercício físico pode actuar, em qualquer instância, ao longo da 

sequência de eventos da resposta imune (Brenner et al, 1998). Tendo em 

consideração que diferentes tipos e cargas de exercício físico podem ter 

repercussões distintas no sistema imunológico (Keast et al, 1988), é importante 

salientar que o exercício moderado (até 70% do VO2max) e o exercício intenso 
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(acima de 75% do VO2max) influenciam de forma diferente os parâmetros da 

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

 De forma geral, o exercício físico agudo provoca um aumento na 

concentração de neutrófilos e de células NK na circulação (Kendall et al, 1990). 

Tvede et al (1993) estudaram a resposta da dinâmica de células sanguíneas 

em ciclistas dinamarqueses submetidos a 1 hora de exercício físico, em três 

diferentes intensidades de esforço (25, 50 e 75% do VO2máx). Neste estudo, a 

linfocitose (imediatamente após o exercício) e posterior linfopenia (2 horas 

após o final do exercício) foram observadas em resposta ao exercício tanto a 

50% como a 75% do VO2máx (Tvede et al, 1993). Estas alterações parecem 

resultar da migração de células de órgãos linfóides para o sangue ou como 

parte da resposta inflamatória às lesões no tecido muscular (Brenner et al, 

1998). Níveis sanguíneos aumentados de catecolaminas, em resposta ao 

exercício, também influenciam a redistribuição destas células (Hellstrand et al, 

1985). Kappel et al (1991) observaram em humanos que a infusão intravenosa 

de doses de adrenalina idênticas aquelas observadas durante um exercício 

intenso (75% do VO2max, 1h), alterou as subpopulações de leucócitos e a 

actividade de células NK. Aliás, a concentração sanguínea das catecolaminas 

aumenta linearmente com a duração do exercício e exponencialmente com a 

intensidade do mesmo (Hellstrand et al, 1985).  

O exercício físico agudo moderado parece também influenciar a função 

dos neutrófilos (Keast et al, 1988). Muitos pesquisadores verificaram que o 

exercício moderado modifica a quimiotaxia, a desgranulação e a actividade 

oxidativa dos neutrófilos após 1 hora de esforço a 60% VO2máx (Ortega et al, 

1993; Smith et al, 1990, Smith et al, 1996, Pyne et al 2000). O aumento na 

actividade oxidativa de neutrófilos foi descrito, tanto em atletas quanto em 

sujeitos não-treinados, após 1 hora de exercício aeróbio a 60% do VO2máx 

(Smith et al, 1990). Muns et al (1994) verificaram um aumento da actividade 

fagocítica dos neutrófilos, em homens treinados, 24 horas após uma corrida de 

20 km, a 60% do VO2máx. Contrariamente, o exercício intenso e de longa 

duração parece diminuir a capacidade oxidativa destas células (Pyne et al, 

2000). Smith et al (1990) verificaram uma diminuição, temporária, na 
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capacidade oxidativa de neutrófilos durante uma carga aguda de exercício 

intenso (>85% do VO2máx) e no período de recuperação. Pedersen e 

Bruunsgaard (1997) relatam que a imunossupressão observada é apenas 

evidente quando o exercício físico é intenso e de longa duração (60 minutos ou 

mais). Robson et al (1999) compararam o efeito de um exercício a 80% VO2máx 

(durante 1 hora) com um exercício a 55% do VO2máx (durante 3 horas) em 

indivíduos activos. Estes autores verificaram, contudo, que durante e após 

esforço houve um aumento similar na contagem e na função de neutrófilos nas 

duas intensidades. Estas alterações funcionais, em reposta a diferentes cargas 

de exercício físico, podem ser clinicamente significativas, reflectindo estados de 

stress ou imunossupressão associados ao exercício. 

  O stress provocado pelo exercício físico parece ter um efeito 

estimulador na função de macrófagos (Woods et al, 1999). Tanto o exercício 

moderado como o intenso podem aumentar várias funções destas células 

incluindo a quimiotaxia, a capacidade de aderência, a produção de espécies 

reactivas de oxigénio, a taxa de metabolismo do nitrogénio, a actividade 

citotóxica e a capacidade fagocítica (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, 5º de inclinação, durante 2-4 horas) 

quanto uma moderada (18 m/min, 5º de inclinação, durante 30 minutos) podem 

provocar um aumento da citotoxicidade anti-tumoral de macrófagos peritoniais. 

Os mecanismos subjacentes a estas respostas ainda permanecem 

desconhecidos, mas podem estar associados a factores neuroendócrinos 

(Woods et al, 1999). Ademais, ainda são necessários estudos que investiguem 

a significância fisiológica das alterações funcionais destas células. 

 O aumento da concentração sanguínea de linfócitos durante o exercício 

agudo parece constituir uma resposta altamente estereotipada (Pedersen e 

Hoffman-Goetz, 2000). Dentro das populações de linfócitos, as células NK 

parecem ser as mais responsivas imediatamente após uma carga súbita de 

exercício físico (Grenn et al, 2002). Exercícios de vários tipos, duração e 

intensidade induzem o recrutamento de células NK para o sangue, assim como 

provocam alterações na actividade citolítica destas células (Ceddia et al, 1999). 
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Em humanos, 1 ou 2 horas após esforço intenso de longa duração (>75% 

durante 1 hora), a concentração de células NK e a actividade citolítica 

diminuem em cerca de 25 – 40% do nível basal (Pedersen et al, 1989, Klokker 

et al, 1995). Esta redução pode prolongar-se por até 2 – 4 horas após o 

exercício físico (Pedersen et al, 1989, Pedersen e Bruunsggaard, 1995). Um 

estudo demonstrou que o exercício exaustivo de força (séries de 10 repetições, 

a 65% de 1-RM, até a fadiga) em atletas treinados, também provoca uma 

diminuição na função citolítica das células NK no período de recuperação (2 

horas pós-esforço) [Nieman et al, 1995b]. Da mesma forma, alguns 

pesquisadores observaram uma diminuição da actividade citolítica destas 

células em atletas remadores submetidos a um esforço muito intenso de curta 

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

 O exercício moderado (65% - 70% do VO2máx) parece não alterar a 

concentração de linfócitos TCD4+ e TCD8+ do sangue (Tvede et al, 1993; 

Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Um estudo não verificou modificação na 

percentagem de linfócitos TCD4+ e TCD8+ em 18 adultos jovens sedentários 

submetidos a cinco cargas repetidas de exercício físico em cicloergómetro 

[Hoffman-Goetz, 1990]. Contudo, alguns estudos têm observado que um 

exercício físico a 85% do VO2máx tende a provocar uma diminuição na 

concentração de linfócitos TCD4+, sem alterar a concentração de linfócitos 

TCD8+ do sangue (Ceddia et al, 1999, Pedersen e Hoffman-Goetz et al, 2000). 

Dessa forma, a proporção de CD4+/CD8+ diminui, reflectindo um maior 

aumento de linfócitos TCD8+ (Ceddia et al, 1999), o qual pode estar associado 

a uma situação de imunossupressão (Fry et al, 1992; Pedersen e Hoffman-

Goetz, 2000). 

Em humanos, a resposta proliferativa de linfócitos T, em resposta a um 

exercício físico a 50% e 75% do VO2máx (durante 1 hora), parece diminuir no 

período de recuperação (Tvede et al, 1989; Tvede et al, 1993). Contudo, 

durante e após esforço máximo (90% VO2max) de curta duração (6 minutos) não 

ocorreu qualquer alteração na resposta proliferativa de linfócitos (Nielsen et al, 

1996). Da mesma forma, também não foram encontradas alterações na 
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proliferação de linfócitos após exercício físico de resistência de força (Nieman 

et al,1995b).  

A resposta de linfócitos B também parece ser alterada pelo exercício físico 

(Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000) apesar de alguns estudos relatarem a não 

ocorrência de alterações na concentração salivar de IgA e de IgE no soro, 

durante um exercício moderado (Nieman et al, 1990a; Nieman et al, 1990b; 

Mackinon et al, 1994; Nehlsen-Canarella, 1998). Contudo, Blannin et al (1998) 

encontraram baixas concentrações de IgA após uma corrida de 31 Km a 65% 

do VO2máx. Outros estudos encontraram uma diminuição na concentração de 

IgA, tanto na saliva quanto na mucosa nasal, após um exercício físico intenso 

de longa duração (Nieman et al, 1990a; Mackinon et al, 1994; Nehlsen-

canarella, 1998). Dessa forma, os pesquisadores estão a associar a 

coincidência desta redução com o aumento da prevalência de ITRS em atletas 

(Nieman et al, 1990a; Nieman et al, 1995a). Um outro estudo verificou que os 

sintomas de ITRS ocorridos em maratonistas têm uma prevalência de 33.3%, 

enquanto a prevalência num grupo controle atinge apenas os 15.3% (Peters e 

Bateman, 1983). Embora os estudos revelem um aumento dos sintomas de 

ITRS após um exercício intenso e de longa duração, não existem informações 

se esses sintomas são decorrentes do processo infeccioso em si, ou se são 

devidos a uma inflamação local ou sistémica causada pelo exercício (Pedersen 

e Hoffman-Goetz, 2000). 

Assim, de acordo com o acima exposto, durante e após uma carga 

súbita de exercício físico ocorrem alterações na concentração sanguínea e na 

funcionalidade de células do sistema imune. Todavia, essas alterações não 

devem ser vistas isoladamente, mas como parte de uma complexa rede 

bidirecional de sistemas interligados (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Neste 

sentido, os neurotransmissores e as hormonas circulantes parecem 

desempenhar um importante papel na mediação das alterações imunes 

induzidas pelo exercício agudo (Ortega et al, 1999). Em níveis alterados, estes 

mediadores podem afectar a imunidade, promovendo efeitos variados na 

regulação da resposta deste sistema (Brenner et al, 1998).  
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Em resposta tanto a um exercício físico prolongado e intenso (90 

minutos a 75% do VO2max) quanto a um exercício de curta duração e muito 

intenso (20 minutos a 85% do VO2max) pode ocorrer um aumento das 

concentrações de β-endorfinas na circulação (Angelopoulos, 2001). Em ratos, 

as β-endorfinas parecem inibir a proliferação de linfócitos e podem estar 

envolvidas no aumento da quimiotaxia e da fagocitose de macrófagos 

peritoniais (Van Den Bergh et al, 1993; Ortega et al, 1996). Da mesma forma, 

parecem aumentar a actividade citolítica de células NK durante o stress 

crónico, mas não o recrutamento destas células para circulação (Pedersen e 

Hoffman-Goetz, 2000). A administração de naloxano (antogonista opióide), em 

mulheres submetidas a teste máximo em cicloergômetro, bloqueou o aumento 

na actividade citolítica de células NK, embora o número destas células não 

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

Alguns estudos relatam ainda que o exercício físico intenso de longa 

duração parece induzir a apoptose de linfócitos decorrente do aumento dos 

níveis de cortisol (Mars et al, 1998). Hoffman-Goetz e Zajchowski (1999) 

demonstraram que linfócitos T de camundongos, incubados com 

concentrações de corticosterona (250-450 ng/ml), aumentam os níveis dos 

marcadores de apoptose. Em humanos, Tvede et al (1994) verificaram uma 

resposta mitogênica reduzida de linfócitos T em resposta a um exercício agudo 

intenso (85% do VO2max). Portanto, os efeitos do aumento da concentração de 

β-endorfinas e de cortisol, durante o esforço, podem estar relacionados à 

imunossupressão evidenciada após exercícios físicos intensos e de longa 

duração ou após treinos exaustivos. 

Muitas áreas da imunologia do exercício ainda não estão totalmente 

elucidadas, incluindo o padrão da resposta imunológica ao exercício em outros 

tecidos que não o sangue e a integração entre o músculo esquelético e as 

células imunes. Da mesma forma, não está ainda compreendido se as 

alterações neuroendócrinas são transitórias após frequentes séries de 

exercício físico agudo, ou se reflectem adaptações hormonais persistentes que 

também estão presentes durante o repouso. 
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 2.4.  Treino físico e a resposta imunológica 
 

Diante de evidências sobre o efeito benéfico do exercício físico 

moderado, vários estudos tem-se voltado para o efeito do treino físico 

moderado no sistema imunológico. O treino físico moderado parece estar 

associado a uma melhoria de muitas funções imunes, podendo retardar ou até 

mesmo prevenir a incidência, a progressão 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 exercício crónico 

sobre alguns parâmetros imunológicos de ciclistas treinados por 4 anos 

consecutivos, detectaram uma diminuição na incidência de infecções com um 

consequente aumento da funcionalidade imunológica.  

Intervenções transversais e longitudinais têm sido utilizadas no estudo 

da resposta imune ao exercício crónico (Mackinnon, 2000). Em estudos 

transversais, os parâmetros imunes (incidência de IRTS, contagem de células e 

funcionalidade) são comparados aos valores dos sedentários ou a referências 

clínicas (Nieman et al, 1995a), assumindo que qualquer alteração que ocorra 

poderá estar associada ao treino. No entanto, sabe-se hoje que existe uma 

grande variabilidade individual, a qual não pode ser resolvida com uma simples 

avaliação, num momento particular, de um só parâmetro (Mackinnon, 2000). 

Nos estudos longitudinais, os parâmetros imunes podem ser avaliados nos 

mesmos indivíduos, testando a influência de diferentes factores associados aos 

programas de treino (moderado vs intenso, intenso vs período de competição) 

[Macknnon e Hopper, 1994]. Comparativamente aos modelos transversais, este 

modelo longitudinal fornece informações mais interessantes sobre os efeitos do 

volume de treino e/ou intensidade do mesmo (Mackinnon, 2000). 

Por outro lado, é difícil controlar outras variáveis intervenientes como a 

dieta, o período de competição, as viagens e o stress psicológico (Mackinnon, 

2000), as quais podem, de forma independente, influenciar a funcionalidade do 

sistema imune. Por exemplo, Peters et al (1993) reportaram uma menor 

incidência de ITRS em corredores suplementados com 600mg de vitamina C 

três dias antes da corrida, comparativamente aos seus pares. Também Lindsay 
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et al (1997) verificaram que a adição de ácido gordo ômega 3 na dieta, 

independente do exercício físico moderado, pode fornecer efeitos benéficos na 

função 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 ocorrências de ITRS uma semana após a 

prova quando esta era realizada nos meses de inverno. Neste mesmo estudo, 

foi observada uma maior incidência de IRTS nos participantes no período que 

antecedia a prova quando comparados aos seus pares não participantes 

(Nieman et al, 1990b).  

 Nos estudos com animais, os resultados ainda são divergentes. Uma 

das razões pode ser atribuída à variabilidade dos protocolos de treino utilizados 

(Mackinnon, 2000). Grande parte das pesquisas têm utilizado protocolos de 

treino baseados nos valores do consumo máximo de oxigénio (VO2max), na 

velocidade máxima atingida pelos animais em testes máximos de corrida, ou 

ainda nos níveis sanguíneos de lactato (Lin et al, 1993; Gobatto et al, 2001; 

Bacurau et al, 2000). Os protocolos de exercício físico com base no VO2max 

limitam a comparação directa entre os estudos, pois o VO2max varia de acordo 

com as características 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 número de estudos que relacionam a 

resposta imune ao exercício físico agudo, pouco ainda é conhecido sobre o 

efeito crónico do treino físico no sistema imunológico. Existe uma percepção 

geral que os atletas de alto nível têm um maior risco de adquirir infecções, 

como a ITRS durante períodos de treino intenso e após competições 

exaustivas (Nieman et al, 1990b, Nieman, 2000). Por outro lado, atletas não 

competitivos ou indivíduos que aderem a um prática regular de exercício leve 

ou moderado, comparativamente à população sedentária, parecem apresentar 

uma maior protecção contra estas infecções (Nieman et al, 1995a; Pedersen e 

Hoffman-Goetz, 2000).  
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 A alta incidência de ITRS entre atletas despertou o interesse científico 

sobre a imunossupressão observada em resposta ao treino intenso (Pyne e 

Gleeson, 1998). Os níveis basais de IgA salivar diminuíram em homens 

submetidos a 10 semanas de treino intenso em tapete ergométrico (McDowell 

et al, 1992). Bury et al (1998) verificaram uma diminuição na resposta 

proliferativa de linfócitos T e na função fagocítica de neutrófilos em futebolistas 

no período de competição. A susceptibilidade às infecções pós-treino destes 

atletas pode ser, em parte, atribuída à função comprometida de células imunes. 

De facto, a explicação mais simplificada para a imunossupressão, em resposta 

a uma carga intensa de exercício físico, é a de que existe um desgaste 

aumentado das funções orgânicas com exagerada produção de espécies 

reactivas de oxigénio e incremento do stress oxidativo ao nível tecidual 

(Nieman, 2000). De facto, Lin et al (1999) verificaram um aumento da apoptose 

de timócitos associado ao aumento da produção de ERO em ratos submetidos 

a dois dias de exercício físico intenso, tendo estes efeitos sido atenuados com 

a administração prévia do antioxidante hidroxianisol butilato (BHA).  

 Trabalhos recentes têm demonstrado que, em oposição ao treino 

intenso, o treino moderado parece melhorar numerosos parâmetros indicadores 

de aptidão física e de saúde. Por exemplo, Pastva et al (2004) demonstraram 

que um treino de intensidade moderada diminuiu a infiltração de leucócitos, a 

produção de citocinas, expressão de moléculas de adesão e a remodulação 

estrutural nos pulmões de camundongos asmáticos. O mecanismo subjacente 

parece estar associado à modulação do factor de transcripção NF-KB e à 

fosforilação do lK-Bα. A função de neutrófilos e o índice de proliferação de 

linfócitos B não se alteraram em estudos realizados com humanos treinados 

(Nehlsen-Cannarella, 1998). Também Nieman et al (1990b) demonstraram os 

efeitos do exercício moderado no aumento da resistência a infecções, 

verificando que mulheres que treinaram 45 minutos de caminhada cinco vezes 

por semana, no período de 15 semanas, tiveram uma menor incidência de dias 

relatados com IRTS. A actividade citotóxica de células NK também parece 

aumentar em atletas não-competitivos após um período de treino de 8 meses 

(Gedge e Mackinnon, 1998). Em corredores treinados, Baum et al (1994) não 
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encontraram alteração na contagem diferencial de leucócitos na circulação 22 

horas a seguir a última sessão de treino moderado. Todavia, estes autores 

observaram um aumento na expressão de moléculas de adesão (ICAM-1) de 

leucócitos, que pode ser considerado um indicador da protecção contra 

infecções (Baum et al, 1994). As células do sistema imune parecem apresentar 

mecanismos adaptativos que permitem a melhoria da sua funcionalidade em 

resposta ao exercício físico regular e de intensidade moderada (Gedge e 

Mackinnon, 1998). 

 Em animais, alguns estudos observaram um aumento na função de 

macrófagos após um programa de treino moderado. Por exemplo, Woods et al 

(1994) verificaram um aumento na função fagocítica de macrófagos peritoniais 

de ratos após 12 semanas de natação. Bacurau et al (2000) verificaram que os 

macrófagos de animais treinados e com tumor de Walker-256 apresentaram 

um aumento na actividade fagocítica e uma maior produção de peróxido de 

hidrogénio. Foi também verificado um aumento no índice de proliferação de 

linfócitos e no tempo de vida dos animais treinados com tumor quando 

comparado aos seus pares sedentários com tumor (Bacurau et al, 2000).  

Recentes estudos têm relacionado o efeito do treino moderado e do 

exercício agudo sobre o sistema imune (Mackinnon, 2000; Mooren et al, 2002; 

Hayes et al, 2003). Os animais são submetidos ao treino moderado e a seguir a 

cargas súbitas de exercício físico intenso, associando modelos de stress agudo 

com o crónico. Lin et al (1993) verificaram que a diminuição na percentagem 

das subpopulações de linfócitos T, reposta mitogênica de linfócitos B do baço e 

níveis sanguíneos de IL-2 após uma carga aguda de exercício físico intenso foi 

atenuada em animais previamente submetidos a 10 semanas de corrida 

moderada (70% do VO2max). Fu et al (2003) verificaram que o treino moderado 

(durante 4 semanas) preveniu a diminuição de linfócitos TCD4+, mas estimulou 

o aumento de linfócitos TCD25+CD8+ avaliados 24 horas após uma carga 

súbita de exercício físico extenuante. Os resultados indicam que a 

imunossupressão induzida pelo exercício físico 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 

tolerância de células imunes quando expostas a situações indutoras de stress.  

Os animais, assim como as plantas, fazem uso de vias comuns e 

componentes na relação resposta/stress (Pastori e Foyer, 2002). Este 

fenómeno, que é conhecido como tolerância cruzada vai permitir que seres 

vivos se adaptem a uma grande amplitude de diferentes estímulos indutores de 

stress após a exposição a um único agente de stress (Foyer et al, 1997).  

 Diferentes células em situações de stress podem sobreviver e adaptar-

se, na dependência do tipo celular, intensidade do stress e de outros factores 

(Foyer et al, 1997; Woods et al, 2000). A exposição prévia das células a 

agentes de stress parece suscitar a resposta ao choque térmico (Heat Shok 

Response HSR), com o aumento da síntese de proteínas do choque térmico 

(Heat Shok Protein HSP) (Peetermans, 1995). Acredita-se que uma nova 

exposição destas células ao stress poderá produzir menores alterações 

homeostáticas e, consequentemente, menores lesões (Foyer et al, 1997). Naito 

et al (2000) verificaram que a atrofia do músculo soleus pelo desuso foi 

atenuada em animais expostos previamente ao stress térmico (temperatura 

ambiente 41oC, 60 min). As HSP72 parecem ter tido uma acção na prevenção 

da degradação de proteínas musculares durante os períodos de actividade 

contráctil reduzida (Naito et al, 2000). Em cardiomiócitos de ratos (Lee et al, 

1995) e de coelhos (Currie et al, 1993), a hipertermia induziu um aumento no 

nível de HSP, conferindo protecção uma vez que estes animais, quando 

comparados ao controle, sofreram menor lesão miocárdica em resposta a 

episódio subsequente de isquemia-reperfusão. Em leucócitos, Fehrenbach et al 

(2000) observaram um aumento na percentagem de linfócitos, monócitos e 

granulócitos expressando HSP27, HSP60 e HSP90 citoplasmática 

imediatamente após uma meia maratona. As células que sintetizam as HSP 

parecem estar protegidas contra novas exposições, o que se reflecte em 

menores lesões no organismo ou em partes dele (Lee et al, 1995). 

 Em muitos órgãos (por exemplo, o coração) e tecidos tem-se 

demonstrado que as alterações homeostáticas em resposta a situações 

agressivas parecem ser atenuadas pela aplicação de um treino físico prévio, 
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fenómeno habitualmente conhecido por tolerância cruzada (revisto por 

Ascensão et al, 2003). O treino de resistência parece induzir aumentos na 

actividade de enzimas anti-oxidantes como a glutationa peroxidase (GPX), 

glutationa redutase, catalase (CAT) e a superóxido desmutase (SOD) assim 

como diminuição nos níveis de peroxidação lipídica, determinados pela 

concentração de malonilaldeído tecidual e mitocondrial (Venditti e Meo, 1996). 

Estas enzimas têm papel fundamental na funcionalidade mitocondrial de 

corações sujeitos ao stress oxidativo (Lee et al, 1995). A intensidade do treino 

de resistência e a duração das sessões influenciam a capacidade de 

adaptação do sistema antioxidante. De facto, Powers et al (1993) verificaram 

que a combinação de diferentes intensidades (baixa, moderada e elevada) e 

durações diárias (30, 60 e 90 minutos/dia) de treino promoveu efeitos 

diferenciados na regulação das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPX no 

ventrículo esquerdo. 

 Em humanos, o treino físico pode estar associado a importantes 

alterações na imunorregulação induzida pelos glucocorticóides (Hoffman-Goetz 

e Zajkowski, 1999). Em particular, tem sido visto que o exercício crónico parece 

associado a um aumento das concentrações plasmáticas de glucocorticóides e 

a uma reduzida sensibilidade dos linfócitos do sangue periférico para estas 

hormonas in vitro (Nehlsen-Cannarella, 1998; Hoffman-Goetz e Zajkowski, 

1999). Estes dados sugerem que o exercício pode alterar a resposta de 

linfócitos à sinalização dos esteróides. 

 Desta forma, e uma vez que as células do sistema imune, quando 

sujeitas a um estímulo de natureza crónica, parecem sensíveis a um conjunto 

de adaptações, o papel do treino físico moderado e regular no eventual 

aumento da tolerância de células imunes ao stress parecem ser de interesse. A 

utilização de um modelo de stress psicológico, como a contenção, poderia 

esclarecer ou suscitar novos questionamentos a respeito do impacto que o 

exercício físico regular pode exercer no sistema imune e no estudo da 

tolerância cruzada induzida pelo treino  
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 3.  OBJECTIVOS E HIPÓTESES 
 
 3.1. Objectivo geral 
 O presente estudo teve como objectivo geral avaliar o efeito do treino 

físico moderado na resposta imunológica de ratos submetidos a uma situação 

de contenção. Para esse fim, foram avaliados, em ratos treinados e 

sedentários, submetidos ou não ao stress de contenção, os seguintes 

parâmetros: (1) contagem total e diferencial de leucócitos e de linfócitos do 

sangue (2) sub-populações de linfócitos em órgãos linfóides (timo, baço e 

linfonodos mesentéricos); (3) indicadores de apoptose de linfócitos do sangue, 

timo, baço e linfonodos mesentéricos; (4) índice de proliferação de linfócitos e 

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

 

 3.2. Objectivos específicos 
 

Aquele objectivo geral foi suportado pelos seguintes objectivos 

específicos: 

 (1) Avaliar as variações do consumo de oxigénio durante as corridas do 

programa de treino assim como as alterações do consumo máximo de oxigénio 

induzidas pelo protocolo de treino físico ao longo de cada semana do protocolo 

experimental; 

 (2) Quantificar, em situação basal, as alterações na actividade da 

enzima citrato sintetase do músculo soleus no final do programa de treino físico 

já que estas reflectem a influência desse programa no metabolismo oxidativo 

dos músculos esqueléticos recrutados; 

 (3) Avaliar a influência do treino prévio nos níveis plasmáticos de 

corticosterona, enquanto indicador da intensidade da resposta do animal à 

situação de contenção; 

 (4) Averiguar sobre a influência do treino prévio na contagem total e 

diferencial de leucócitos e de linfócitos do sangue, em animais sujeitos ao 

stress de contenção;  
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 (5) Avaliar as alterações ocorridas nas sub-populações de linfócitos em 

órgãos linfóides (timo, baço e linfonodos mesentéricos) induzidas pelo treino 

prévio e pela contenção aguda; 

 (6) Estudar a influência do treino físico nas variações dos indicadores de 

apoptose de linfócitos do sangue, timo, baço e linfonodos mesentéricos, 

motivadas pela contenção aguda;  

 (7) Averiguar sobre a influência do treino prévio nas alterações do índice 

de proliferação de linfócitos do timo, baço e linfonodos mesentéricos, 

motivadas pela contenção aguda; 

 (8) Avaliar as alterações da taxa de fagocitose de macrófagos bronco-

alveolares motivadas pela contenção aguda e averiguar sobre a influência do 

treino prévio na amplitude dessas alterações.  

 

 3.3. Hipóteses de trabalho 
 

São defendidas as seguintes hipóteses de trabalho: 

 (1) - O treino físico moderado, por si só, não induz alterações basais 

(crónicas) nos parâmetros imunes avaliados. 

 (2) - A exposição à situação de contenção induz uma resposta aguda 

neuro-endócrica com implicações na contagem e na função de células imunes 

em diferentes locais do organismo.  

 (3) – Comparativamente aos sedentários, nos animais sujeitos a treino 

físico moderado, a amplitude da resposta neuro-endócrina aguda à situação de 

contenção é mais atenuada, afectando apenas minimamente os parâmetros 

imunológicos avaliados. 
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 4.  MATERIAL E MÉTODOS 

 4.1. Amostra 

 Foram utilizados 30 ratos albinos, machos, da linhagem Wistar (Rattus 

norvegicus) da colónia do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de 

Ciências Biomédicas I da Universidade de São Paulo/Brasil. Os animais foram 

mantidos em gaiolas colectivas (máximo 5 animais por gaiola) e receberam dieta 

balanceada (52% de carboidratos, 21% de proteínas e 4% de lipídeos - Nuvilab 

CR1-Nuvital®) e água ad libitum. Manteve-se um ciclo de claro/escuro invertido de 

12/12 horas (escuro – 6h às 18h; claro – 18h às 6h) e temperatura ambiente em 

torno de 22ºC.  

 No início do protocolo experimental, todos os animais realizaram um teste 

de esforço máximo com o objectivo de avaliar o seu consumo máximo de oxigénio 

(VO2max). O protocolo utilizado para a avaliação do VO2max foi baseado nos 

resultados de um estudo prévio (ver adiante), efectuado com animais com as 

mesmas características daqueles agora utilizados neste trabalho. A realização do 

teste máximo inicial permitiu não só definir a intensidade do programa de treino a 

aplicar como, também, serviu de referência para as diversas provas de esforço 

máximo que foram efectuadas, no final de cada semana do protocolo 

experimental, possibilitando, entre outros, um controlo mais efectivo das 

repercussões funcionais e metabólicas gerais do programa de treino.  

Após a realização deste teste máximo inicial, os animais, com um peso 

corporal compreendido entre as 210 g e as 226 g, foram divididos, de forma 

aleatória (tendo em consideração a grande homogeneidade observada no seu 

comportamento motor durante o teste máximo inicial), em dois grupos: grupo não-

treinado (n=15) e grupo treinado (n=15). O peso corporal dos animais foi registado 

(balança electrónica digital – Marte, modelo S-4000, com sensibilidade de 0,1g) 

semanalmente ao longo do experimento, no mesmo horário do dia. Os animais 

não treinados foram manipulados diariamente para controlo da manipulação 
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recebida pelos animais treinados. A manipulação, os testes de esforço e o 

protocolo de treinamento foram sempre conduzidos pelo mesmo investigador.  

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco 

e seguiu as normas sugeridas pelo Comitê Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). 

 

 4.2.  Estudo prévio e protocolo de esforço máximo 
 É de esperar que um protocolo de esforço máximo, desenvolvido para uma 

determinada estirpe de ratos, possa não ser suficientemente adaptado para outra 

estirpe, uma vez que numerosos factores podem condicionar o atingimento do 

VO2max, tais como as características do animal (sexo, idade, peso corporal), o 

desenho do protocolo utilizado e a própria 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 

máximo para fêmeas 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 mamíferos (Taylor e Weibel, 1981). Tendo por base 

os protocolos de corrida referidos, foi realizado um estudo prévio, utilizando 20 

animais com características semelhantes aos que foram utilizados neste protocolo 

experimental, na tentativa de encontrar o protocolo de esforço máximo mais 

eficaz, isto é, com o qual os animais atingissem os maiores valores de consumo 

de oxigénio. Com a simples aplicação 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 VO2 no final daquilo que parecia ser uma prova de esforço 

máximo, sugerindo uma inadaptação aos protocolos utilizados. Procurou-se, 

então, desenvolver um protocolo de esforço que melhor se adaptasse aos 

animais, de forma a avaliar o seu real VO2max. Os animais foram submetidos a 

diferentes situações de corrida em tapete rolante, com diferentes inclinações, 
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velocidades e tempos de esforço (Figura 4.1), controlando sempre, para cada 

protocolo em estudo, estas variáveis assim como a aptidão física do animal no 

início do teste (recuperação total entre testes), tendo em consideração que o seu 

não controlo poderia deturpar os resultados.  

 Para todos os protocolos testados no estudo prévio, o primeiro estágio 

consistiu numa corrida com velocidade reduzida (0.3 km/h) para a familiarização e 

o 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 inclinação do tapete constituiu também uma 

variável em estudo tendo os ratos também sido submetidos a diferentes 

inclinações do tapete (0o, 10o, 20o, 25o) de acordo com o protocolo de Brooks e 

White (1978) (Figura 4.1A, B, C e D). Os testes eram interrompidos quando os 

animais se mostravam incapazes ou não 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 aplicação do choque eléctrico foi 

pouco necessária e, quando o foi, terá sido apenas nas porções finais do teste.  

Os critérios usados para determinar se o máximo VO2 atingido em cada 

teste correspondia, de facto, ao VO2max do animal, consistiram (i) na obtenção, 

durante o respectivo tratamento dos dados, de um aumento inferior a 5% nos 

valores de VO2 relativamente ao estágio de intensidade imediatamente anterior 

(Taylor et al, 1955; Taylor et al, 1970) e (ii) na impossibilidade dos ratos se 

manterem à velocidade do tapete ergométrico, durante o tempo determinado. Ao 

iniciar o teste com a inclinação de 20º, com alteração posterior para 25º a partir do 

quinto estágio de esforço (Figura 4.1E), os animais demonstraram os maiores 

valores de consumo de oxigénio, considerando-se esses valores como 

representativos do seu VO2max.   
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Figura 4.1 Características dos testes realizados no estudo prévio, para avaliação do 
VO2max em tapete ergométrico, com base no protocolo sugerido por Brooks e White (1978) 
e Taylor e Weibel (1981), com inclinações constantes (A, B, C e D) ou variáveis entre os 
estágios (E).  
 

Estágio 
Grau de  

Inclinação 
Velocidade 

 (km.h-1) 
Duração 

(min) 

1 0 0.3 3 
2 0 0.6 3 
3 0 0.9 3 
4 0 1.2 3 
5 0 1.5 3 
6 0 1.8 3 
7 0 2.1 3 
8 0 2.4 3 
9 0 2.7 3 

10 0 3.0 3 

A Estágio
Grau de  

Inclinação 
Velocidade 

 (km.h-1) 
Duração 

(min) 

1 10 0.3 3 
2 10 0.6 3 
3 10 0.9 3 
4 10 1.2 3 
5 10 1.5 3 
6 10 1.8 3 
7 10 2.1 3 
8 10 2.4 3 
9 10 2.7 3 

10 10 3.0 3 

B

Estágio 
Grau de  

Inclinação 
Velocidade 

 (km.h-1) 
Duração 

(min) 

1 20 0.3 3 
2 20 0.6 3 
3 20 0.9 3 
4 20 1.2 3 
5 20 1.5 3 
6 20 1.8 3 
7 20 2.1 3 
8 20 2.4 3 
9 20 2.7 3 

10 20 3.0 3 

C Estágio
Grau de  

Inclinação 
Velocidade 

 (km.h-1) 
Duração 

(min) 

1 25 0.3 3 
2 25 0.6 3 
3 25 0.9 3 
4 25 1.2 3 
5 25 1.5 3 
6 25 1.8 3 
7 25 2.1 3 
8 25 2.4 3 
9 25 2.7 3 

10 25 3.0 3 

D

Estágio
Grau de  

Inclinação
Velocidade 

 (km.h-1) 
Duração 

(min) 

1 20 0.3 3 
2 20 0.6 3 
3 20 0.9 3 
4 20 1.2 3 
5 25 1.5 3 
6 25 1.8 3 
7 25 2.1 3 
8 25 2.4 3 
9 25 2.7 3 

10 25 3.0 3 

E 
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 O protocolo de esforço máximo, para avaliação do VO2max estabelecido a 

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

Tabela 4.1. Descrição do teste usado para avaliação do Consumo Máximo de Oxigénio, 
em tapete ergométrico, durante o protocolo experimental 
 

Estágio 
Grau de 

 Inclinação 
Velocidade 

 (km.h-1) 
Duração  

(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 1.8 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 máximo no 

início do protocolo experimental e repetiram-no semanalmente, 24 horas após a 

última sessão de treino da semana (Figura 4.2), para controlo do efeito do treino e 

da inactividade física, nos animais treinados e não treinados, respectivamente. 

 
Figura 4.2. Desenho experimental da fase de aplicação do programa de treino ou de 
manipulação dos animais e da sua relação com os momentos de avaliação do consumo 
máximo de oxigénio. As barras em azul indicam o dia em que os animais eram avaliados. 
As barras com padrão indicam o dia de repouso, do treino e da manipulação, para os 
animais treinados e não-treinados, respectivamente.  
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 4.3.  Avaliação do consumo de oxigénio 
 O consumo de oxigénio (VO2) foi avaliado através de um circuito aberto de 

calorimetria (Columbus Instruments' Oxymax Deluxe System) [Figura 4.3]. O 

sistema regista as concentrações de oxigénio e dióxido de carbono através do 

volume de entrada e saída de ar de uma câmara. A diferença na concentração dos 

gases e as informações do fluxo foram empregadas nos cálculos do VO2, 

produção de dióxido de carbono (VCO2) e produção de calor (kcal.h-1). O ar foi 

ventilado de forma forçada para a câmara a uma taxa constante de 2.5 L/min. O 

sistema foi desenvolvido com sensores de gás estáveis e optimizados para 

concentrações de gases próximas às condições ambientais. As avaliações foram 

acuradamente realizadas com leitores que diferiram menos do que 0,1% do ar de 

entrada e saída. A taxa de fluxo foi ajustada de acordo com o peso corporal dos 

animais para assegurar alterações na composição do gás expirado (> 0,05%). O 

fluxo foi controlado e calibrado antes de cada experimento (CO2 off set = 0.001; 

CO2 gain = 0.65%; e O2 = 21.2%). Para controlar toda a avaliação dos gases, um 

software (7400 Oxymax Single Chamber) forneceu medidas calorimétricas 

específicas. 

 
Figura 4.3. – Aparelho utilizado para avaliação do consumo de oxigénio dos ratos. 
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 4.4.  Protocolo de treino físico  

 O grupo de animais treinado foi submetido a um programa de treino físico 

moderado, em tapete ergométrico (Millenium - Imbramed) [Figura 4.4], enquanto o 

grupo não treinado permaneceu em suas respectivas gaiolas, estando sujeito 

apenas a manipulação. O protocolo de treino consistiu de 8 semanas, 5 dias por 

semana, 60 minutos por dia (com as sessões de treino iniciadas 3 horas após o 

começo do ciclo escuro) com uma intensidade aproximada de 70% do VO2max. 

 

Figura 4.4. – Tapete ergométrico (Millenium - Imbramed). 
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 O protocolo de treino utilizado no presente estudo é apresentado na tabela 

4.2. O programa de treino foi igual para todos os animais devido à homogeneidade 

observada no comportamento motor dos animais aquando da realização das 

provas de esforço máximo inicial e no final de cada semana do protocolo 

experimental. Para cada semana, foi possível ajustar, com rigor, as velocidades do 

tapete rolante em função da percentagem do VO2max (avaliado no final da semana 

anterior) pretendida, para cada sessão de treino, ao longo do protocolo 

experimental. Este ajuste foi possível 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 exercícios de treino no circuito aberto de 

calorimetria, para monitorização do consumo de oxigénio durante os diferentes 

estágios 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 VO2max definida previamente para cada estágio. 

Essas velocidades eram posteriormente aplicadas a todos os animais treinados ao 

longo da semana e cujos VO2 eram também controlados nos dias subsequentes.  

A primeira semana, destinada apenas à adaptação dos animais ao tapete 

rolante, consistiu de uma corrida a uma velocidade baixa, efectuada só durante 20 

minutos por dia (ver tabela 4.2.). A partir da segunda semana, o protocolo de 

treino foi dividido em 4 estágios: (i) período de aquecimento (5 minutos); (ii) zona 

intermediária (20 minutos); (iii) zona de treinamento (30 minutos) e (iv) volta à 

calma (5 minutos). A intensidade da corrida na zona de treino deveria 

corresponder a aproximadamente 70% do VO2max avaliado no final de cada 

semana que antecedia a semana de treino. A velocidade no período de 

aquecimento (e também na volta a calma) foi fixada em 40% do VO2max dos 

animais (correspondendo a cerca de 0,5 km/h) por permitir, pela sua baixa 

intensidade, uma fácil adaptação dos animais no início do exercício. Na zona 

intermediária, os animais corriam 2 séries de 10 minutos (na 2ª 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 adaptação progressiva dos animais à velocidade 

da zona de treino. Com relação à zona de treino, na segunda semana, utilizamos 

a velocidade correspondente a 65% do VO2max 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 VO2max (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 VO2max medido no teste máximo realizado no final da 

terceira semana. 

De forma a incrementar a intensidade do exercício sem aumentar a 

velocidade do tapete rolante, pois o primeiro grupo de animais, no primeiro dia da 

semana, pareceu demonstrar algumas dificuldades mecânicas em acompanhar a 

velocidade do tapete rolante, a inclinação do tapete foi aumentada para 5º e a 

velocidade nos estágios de treino foi mantida na quinta semana de treino, sendo 

esta intensidade correspondente a 70% do VO2max, avaliado na quarta semana. 

Para as três últimas semanas de treino, pelas razões atrás apontadas, fixamos a 

inclinação do tapete em 10º mas mantendo as variações de velocidade entre 

estágios, para cada sessão de treino, semelhantes às das semanas anteriores, 

pois os animais mantiveram seu desempenho no teste máximo sem alterações no 

seu consumo de oxigénio.  
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Tabela 4.2. Caracterização do protocolo de treino de acordo com a velocidade, a 
inclinação do tapete e a duração de cada sessão para cada uma das oito semanas de 
treino. 

Semanas Velocidade
(km.h-1) 

Grau de 
Inclinação 

Duração 
(min) 

0.3 0  5 
0.4 0  5 
0.5 0  5 

Inicial 
(adaptação) 

0.3 0  5 
0.4 0  5 
0.5 0 10 
0.6 0  30 

2a semana 

0.4 0 5 
0.5 0  5 
0.6 0  10 
0.8 0  10 
0.9 0  30 

3a semana 

0.5 0  5 
0.5 0  5 
0.8 0  10 
0.9 0  10 
1.1 0  30 

4a semana 

0.5 0  5 
0.5 5  5 
0.8 5  10 
0.9 5  10 
1.1 5  30 

5a semana 

0.5 0  5 
0.5 10  5 
0.8 10  10 
0.9 10  10 
1.1 10  30 

6a semana 

0.5 0  5 
0.5 10  5 
0.8 10  10 
0.9 10  10 
1.1 10  30 

7a semana 

0.5 0  5 
0.5 10  5 
0.8 10  10 
0.9 10  10 
1.1 10  30 

8a semana 

0.5 0  5 
 

 Logo após as 8 semanas do protocolo de treinamento ou de manipulação, 

os dois grupos foram subdivididos, dando origem a quatro grupos experimentais, 

de acordo com a posterior sujeição, ou não, à situação de contenção (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, à 
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situação de contenção aguda. Da mesma forma, os animais não treinados foram 

também divididos em grupo NT (n=7), sujeito apenas a manipulação, e grupo 

NT+S (n=8), sujeito a manipulação seguida por exposição à contenção aguda 

(Figura 4.5).  

 

Figura 4.5. Descrição dos grupos experimentais 
 

 Para indução da situação de contenção aguda, nos grupos T+S e NT+S, os 

animais foram colocados num tubo cilíndrico (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 contenção dos animais 

teve lugar 24 horas após a última sessão de treino (grupo T+S) ou de manipulação 

(grupo NT+S). Imediatamente após o período de contenção, os animais foram 

anestesiados e os tecidos retirados para análise. Os restantes animais foram 

sujeitos aos mesmos procedimentos (anestesia e recolha de tecidos), 25 horas 

após a última sessão de exercício (grupo T) ou de manipulação (grupo NT). 

 
 
Figura 4.6. - Material utilizado para induzir contenção 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 exposição 

da traqueia e posterior realização do lavado broncoalveolar (LBA). O LBA foi 

adquirido por injecção de PBS (pH = 7,4) à temperatura ambiente, através de uma 

cânula plástica inserida na traqueia (De Castro et al, 1995). Várias alíquotas 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, 4º C) e as células recuperadas do precipitado (cerca de 3x106 de 

macrófagos) foram ressuspensas num meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO BRL, 

New York, USA) suplementado com soro fetal bovino inactivado (10%). Após 

recolha do LBA, foram colectados 5 mL de sangue num tubo heparinizado (1:10) 

através de punção cardíaca. Desses, cerca de 2,5 mL foram utilizados para 

contagem total e diferencial de leucócitos, tendo o restante (2,5 mL) sido 

centrifugado (10 min, 231 g, 4ºC) para obtenção do plasma, o qual foi congelado 

em tubos eppendorf (a -80º C) para posterior análise bioquímica.  

 A seguir, o músculo soleus foi retirado de ambas as patas dos animais e 

armazenado em nitrogénio líquido até à realização do ensaio de avaliação da 

actividade da enzima citrato sintetase. Os linfonodos mesentéricos, o timo e o 

baço foram retirados, dissecados e comprimidos num cilindro de malha, de acordo 

com a técnica de Cheetham et al (1998). Desta técnica foram obtidos linfócitos 

íntegros e isolados de gordura. Os linfócitos foram mergulhados em solução 

salina, filtrados em papel de filtro especial (Whatman nº 105) e centrifugados (5 

min, 211 g a 4º C). Este processo foi repetido 3 vezes. Após a obtenção das 

células linfóides, foi realizada a contagem total em câmara de Neubauer. Para isto, 

as células foram diluídas (1:10 v/v) em solução salina e azul de Tripan a 0,1%. 

Para a contagem foram apenas tidas em consideração as células brilhantes e 

refringentes à luz, tendo as restantes (coradas de azul) sido consideradas 

inviáveis. 
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 4.6.  Determinação da actividade da enzima citrato sintetase 
A actividade muscular da enzima citrato sintetase foi determinada de 

acordo com a técnica de Alp (1976). O Tampão de extração (pH 7,4) consistiu 

de Tris/HCL 50 mM e EDTA 1 mM. O tampão 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 reacção foi iniciada com a adição de 50 µL 

de oxaloacetato (10 mM) ao meio. Foi adicionado ao meio 5,5-dithiobis (2-

nitrobenzoato) [DTNB] formando um complexo amarelo (DTNB-CoA) 

proporcional à actividade da enzima. A determinação da concentração de 

proteína foi realizada logo após a determinação da actividade enzimática da 

citrato sintetase segundo a técnica de Bradford (1976). O resultado da 

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

 

 

4.7. Avaliação dos níveis plasmáticos de corticosterona  
 

As concentrações da corticosterona total no plasma foram analisadas 

directamente por radioimunoensaio (RIE) segundo a técnica de McEwen (1998). 

Uma parte da solução de anticorpo (corticosterone antiserum developed in rabbit 

Sigma® cat# C8784) foi diluída em duas partes de PBS 0,01M gel 0,1% e 

adicionado 2,5µL (ou 3 µL) de [3H]-corticosterona diluída 10x para cada mL de 

solução 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 

plasmáticas. Nas amostras foi adicionado 3mL de líquido de cintilação (Ecolite 

ICN, Califórnia) e contados num contador β por 1 minuto. Os valores das amostras 

foram calculados segundo a curva padrão e expressos em µg/100mL (µg%) de 

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

Dos 2,5 mL de sangue destinados à contagem de leucócitos, 0,5 mL foram 

diluídos (1:20) em solução de TURK (ácido acético a 3%). Os leucócitos totais 

foram contados numa câmara de volume conhecido (câmara de Neubauer) [Figura 

4.7] com auxílio do microscópio óptico (NIKON, Japan). O resultado foi obtido com 

a fórmula: Leucócitos x mm3 de sangue = (Lc. x 20 x 10)/4. Onde: Lc = número 

total de leucócitos contados em 4mm2; 4 = factor de conversão para 1mm3; 20 = 

factor de conversão da diluição utilizada; 10 = factor de conversão para 1mm3 

(profundidade da lâmina). Para contagem diferencial de leucócitos foi utilizada a 

técnica do esfregaço sanguíneo. Para coloração do esfregaço foi utilizado o kit 

Panótico Rápido LB – Laborclin Ltda. Depois de seca, a lâmina foi examinada ao 

microscópio óptico com objectiva de 100x sob imersão.  

 
 
Figura 4.7. – Câmara de Neubauer para contagem total de leucócitos. 

 
 Para contagem diferencial dos linfócitos TCD4+ e TCD8+ foi utilizado a 

técnica de Vissher e Crissman (1994). Para isso, o restante sangue (2 mL da 

amostra) foi diluído em solução de hemólise (Tris base - 1,0297 mg + NH4Cl - 

3,8513 mg - pH 7,4) e permaneceu no gelo por 20 min. A amostra foi centrifugada 

(10min, 231 g, 4o C) e o procedimento repetido por mais duas vezes. Foram 

utilizados anticorpos anti-CD4 de rato (marcado com CyChrome, Pharmingen, 
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diluição 1:100) e anticorpos anti-CD8 de rato (marcado com FITC, Pharmingen, 

diluição 1:250). As células (n= 5 x 105) foram ressuspensas em 25 µL da mistura 

de anticorpos e incubadas por 30 min a 4 oC. A seguir, foi realizada a leitura no 

citómetro de fluxo (Becton Dickinson, San Juan, CA, EUA). Antes de analisar as 

amostras, o citómetro foi calibrado com o controlo negativo que permitiu identificar 

a fluorescência 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 fluoresceína 

(FITC) é excitável por laser de argónio (480 nm) e emite fluorescência na faixa de 

515-530 nm (FL1). O fluorocromo Cy-Chrome é excitável por laser de argónio (480 

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

 
4.9.  Contagem diferencial de linfócitos do timo, baço e linfonodos 
mesentéricos 
 

 Os linfócitos (n= 1x106) foram centrifugados durante 10 minutos, a 231 g, a 

4oC. 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 105) foram ressuspensas em 25 µL da mistura de anticorpos e incubadas por 

30 minutos a 4 oC. A seguir, foi realizada a leitura no citómetro de fluxo. O 

citómetro foi calibrado com o controlo negativo que permitiu identificar a 

fluorescência basal das células.  

 
 

4.10. Análise da Integridade da membrana celular 
 

 Os linfócitos (n= 1x106) do sangue, dos linfonodos mesentéricos, do timo e 

do baço foram colectados como descrito anteriormente e, após a centrifugação, o 

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

solução de iodeto de propídio (PI) (50 µg/mL em PBS) e as células foram 
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analisadas no citómetro de fluxo de acordo com a técnica de Nicoletti et al (1991). 

A fluorescência foi mediada no canal FL2 (fluorescência 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 fluorescência emitida no 
comprimento de onda 560-580 nm (FL2) por células de duas amostras diferentes. Células 
íntegras não permitem a passagem de iodeto de propídeo pela membrana e, portanto, 
emitem baixa fluorescência. Células que apresentam membranas rompidas permitirão a 
entrada do iodeto de propídeo, que se ligará ao DNA, emitindo alta fluorescência quando 
excitadas pelo laser.  
 

4.11. Determinação do potencial transmembrânico da mitocôndria 
  

Os linfócitos (n= 1 x 106) do sangue, dos linfonodos mesentéricos, do timo 

e do baço foram colectados como descrito anteriormente. Estas células foram 

ressuspensas em 1 mL de solução salina, adicionado 1 µL de solução de 

rodamina 123 (5mg/mL em etanol) e incubadas por 10 min a 37oC 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 37oC. A 

leitura foi realizada no citómetro de fluxo imediatamente após a incubação. A 

Rodamina 123 (corante fluorescente catiónico) é excitável por laser de argónio 

(480 nm) e emite fluorescência na faixa de 515-530 nm (FL1). É permeável à 

membrana celular e é rapidamente sequestrado pela mitocôndria. Células com 

potencial mitocondrial transmembrânico inalterado captam a rodamina e emitem 

alta fluorescência quando atingidas pelo laser. Alterações no potencial 

mitocondrial transmembrânico levam ao efluxo da rodamina de dentro da 

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

 Os linfócitos (0,5 a 1 x 106) do sangue, dos linfonodos mesentéricos, do 

timo e do baço foram colectados como descrito anteriormente. As células foram 

ressuspensas em 200 µL do tampão de lise contendo iodeto de propídeo (0,1 % 

citrato de sódio, 0,1% Triton X-100,  2µg/mL iodeto de propídeo) e incubadas ao 

abrigo da luz por até 24 h a 4 oC de acordo com a técnica de Nicoletti et al (1991). 

A leitura no citómetro de fluxo foi realizada imediatamente após a incubação. O 

iodeto de propídeo é excitável por laser de argónio (480 nm) e emite fluorescência 

na faixa de 560-580 nm (FL2). As células foram rompidas pelo tampão de lise e os 

núcleos expostos. O iodeto de propídeo se ligará ao DNA e as células contendo 

núcleos íntegros emitirão alta fluorescência. A condensação de cromatina e a 

fragmentação de DNA podem ser observadas pela ocorrência de eventos com 

baixa fluorescência. Isto se deve à menor marcação do DNA com o iodeto de 

propídeo devido à condensação da cromatina. Além disso, pedaços menores de 

DNA captam menos iodeto de propídeo, emitindo menor fluorescência (Figura 

4.10). 

M1

M2
M1

M2

NãoNão ViávelViávelViávelViável

IodetoIodeto de de PropídioPropídio IodetoIodeto de de PropídioPropídio

• Iodeto de propídio (2 µg/ml) + 0,1% triton-X100 + 0,1% de citrato
de sódio

• Incubação de 2h a temperatura ambiente
• M1 - DNA fragmentado
• M2 - conteúdo de DNA íntegro

 
Figura 4.10. Histogramas que mostram a intensidade de fluorescência emitida no 
comprimento de onda 560-580 nm (FL2) por células de duas amostras diferentes.  
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4.13. Análise da proliferação de linfócitos 

Os linfócitos colectados dos linfonodos mesentéricos, timo e baço (n= 

2x105) foram incubados em meio de cultivo RPMI-1640 enriquecido com 10% de 

soro fetal bovino e antibióticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/L), em 

placas de 96 poços (volume final de 200 µL), a 37o C em atmosfera de 95% ar/5% 

CO2, por 24 e 48 horas. Os linfócitos foram estimulados com Concanavalina A 

(ConA) e Lipopolissacarídeos (LPS), adicionando-se 20 µL de uma solução 

hidroalcoólica dos mitógenos nos poços, na concentração final de 5 µg/mL e 20 

µg/mL, respectivamente. Após  48 horas de cultivo foram adicionados 20 µL de [2-
14C]-Timidina (0,02 µCi/poço) e as células foram incubadas por um período 

adicional de 18 horas, sob as mesmas condições. Após este período, o conteúdo 

dos poços foi transferido para papéis filtro no  11731 (Skatron Combi, UK) através 

da utilização de um colector múltiplo 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 líquido de cintilação 

e levados para mensuração em contador Beckman LS6500. Os dados de 

proliferação dos linfócitos foram expressos como incorporação de [2-14C]-Timidina 

através do índice de estimulação: 

 

 

= 

 
  
 
 
 
 

Incorporação de [2-14C]-Timidina na presença de ConA/LPS 
Incorporação de [2-14C]-Timidina na ausência de ConA/LPS 

Índice de 
Estimulação 
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 4.14. Taxa de fagocitose de macrófagos broncoalveolares em resposta 
à estímulo com Escherichia Coli  
 

Para avaliação da taxa de fagocitose de macrófagos broncoalveolares, 

utilizamos o Vybrant Phagocytosis Assay Kit (Molecular Probes Oregon, USA). O 

kit contém BioParticulas de fluorescein-labeled Escherichia Coli (K-12 strain) e 

solução azul de Tripan. As amostras de E. coli foram descongeladas em 

concentrado de HBSS e brevemente sonicadas. Foram então misturados 100µL 

da suspensão das BioPartículas fluorescentes à suspensão de macrófagos (1x106 

por mL de meio de cultura completo, RPMI 1640) e incubados por 2 horas. A 

seguir, foi adicionado 200µL 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 à estímulação com Zimosan 

 
 Foi utilizado 1x107 partículas 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 agitação lenta. Após o tempo decorrido, o 

zimosan (Zimosan A de Saccharomyces cerevisiae) (Sigma Z-4250), já 

opsonizado, foi centrifugado. A amostra foi ressuspensa em meio de cultura RPMI. 

O volume do meio foi calculado conforme o número de amostras, sendo 500  µL 

para cada. Os macrófagos (n= 1x106/mL) foram incubadas por 40 minutos na 

presença de 1x107 partículas de Zimosan, previamente opsonizadas. Após a 

incubação, foi pipetado 190 µL desta solução contendo os macrófagos e o 

Zimosan e 10 µL de cristal violeta, homogeneizado e armazenado para realização 

da contagem. Critério de contagem - células que fagocitaram que englobaram pelo 

menos três partículas foram consideradas. Células que não fagocitaram: foram as 

que não englobaram nenhuma partícula. Assim, as células que englobaram uma 

ou duas partículas não foram consideradas (Figura 4.11).  



Material e Métodos 

 49

A B 
  
 
Figura 4.11. Lâmina com macrófagos que fagocitaram partículas de Zimosan. (A) 
macrófagos que fagocitaram, (B) macrófagos que não fagocitaram. 
 

 

4.16. Análise estatística 
 As variáveis estão expressas como média e erro padrão da média (EPM). 

Para comparação entre os grupos não-treinado e treinado do consumo máximo de 

oxigénio, do ganho de peso corporal e da actividade da enzima citrato sintetase, 

foi utilizado o T-teste student de medidas independentes. 

 A comparação entre os grupos dos níveis de corticosterona e das variáveis 

imunológicas, foi efectuada recorrendo à Análise de Variância (ANOVA) 

multifactorial. Para evidências de significado estatístico post hoc, recorreu-se ao 

teste de TUKEY. O nível de significância foi mantido em 5%.  

Toda a análise estatística foi calculada utilizando o programa SPSS 10.0 

para Windows. 

  

 



Resultados 

 50

 5. RESULTADOS 
 
 A apresentação dos resultados está dividida em duas partes. Na primeira, 

são apresentados os resultados do consumo de oxigénio registados no estudo 

prévio, nos diferentes testes máximos e nos exercícios diários nas várias semanas 

de treino. Nesta primeira parte são ainda apresentados os resultados da variação 

do peso corporal e da actividade muscular da enzima citrato sintetase. Na 

segunda parte são apresentados os resultados dos níveis plasmáticos de 

corticosterona e dos parâmetros imunológicos em função da situação de 

contenção e do treino efectuado. 

 

 

1ª PARTE 
 
 5.1. Consumos de oxigénio 
 
 O consumo de oxigénio em função das diferentes velocidades e dos graus 

de inclinação do tapete rolante durante o estudo prévio está apresentado na figura 

5.1A. Os maiores valores (75,3 ± 1,2 ml.kg-1.min-1) foram encontrados quando o 

teste se iniciou com o tapete rolante a 20o de inclinação e foi posterior alterado 

para 25º de inclinação, quando a velocidade de corrida atingiu os 1.2 km/h. A 

figura 5.1B apresenta os incrementos do consumo de oxigénio em cada estágio 

(comparativamente ao estágio anterior) relativo ao consumo de oxigénio registado 

no estágio anterior, em função da velocidade, registados no teste do estudo prévio 

efectuado com inclinação 20º + 25º. É de referir que, no último estágio (velocidade 

2.1 km/h), comparativamente ao penúltimo, a variação 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 inclinação do tapete. 5.1B: Variação percentual do consumo de 
oxigénio em cada estágio (relativo ao consumo de oxigénio do estágio anterior = 100%) 
em função da velocidade nos diferentes estágios durante o teste com a inclinação 20º + 
25º. Os valores são expressos em média ± EPM. 

 

A figura 5.2 apresenta os valores do VO2max dos animais ao longo das oito 

semanas que durou o protocolo experimental. Durante todo o experimento, os 
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animais submetidos ao protocolo de treino mantiveram seus valores de VO2max 

semelhantes aos valores obtidos no teste máximo inicial. A partir da terceira 

semana, os ratos NT foram progressivamente diminuindo seus valores de VO2max 

comparativamente aos ratos T e ao seu respectivo valor inicial.  
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Figura 5.2. Valores do VO2max dos animais submetidos ao programa de treino (T) ou não 
(NT) ao longo de 8 semanas. Os valores são 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 relação ao ganho de peso corporal ao longo do experimento, ambos 

os 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 só se tornou significativo a 

partir da quinta semana. Foi também verificado uma correlação negativa entre o 

ganho de peso e a distância 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 não treinados 
(NT) e treinados (T) durante as 8 semanas do protocolo experimental. Os valores são 
expressos em média ± EPM. *p<0.05 na comparação entre os grupos NT e T para cada 
instante. 
 

 A percentagem de variação do consumo de oxigénio relativa aos valores do 

VO2max (avaliados na semana anterior) para cada semana de treino ao longo do 

protocolo de treino é mostrado na figura 5.4. Os valores médios deste percentual, 

em todas as semanas, não ultrapassaram os 70% do respectivo VO2max (avaliado 

no final da semana anterior).  
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 VO2 durante o treino da 3a semana
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 VO2 durante o treino da 6a semana
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VO2 durante o treino da 7a semana
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VO2 durante o treino da 8a semana
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Figura 5.4. Representação gráfica dos valores médios ± EPM da percentagem de 
variação do consumo de oxigénio (VO2) relativa aos valores máximos 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 músculo soleus dos animais treinados 

(NT = 344.66 ± 20.6 e T=  488.44 ± 15.5 nmol-1.min-1.mg proteina-1, p<0.05), como 

demonstrado na figura 5.5.   

 

 
Figura 5.5. Valores médios ± EPM da actividade da enzima citrato sintetase nos 
músculos soleus dos animais não-treinados (NT) e treinados (T) no final do protocolo 
experimental. * p<0.05.  
 
 
 
 
2ª PARTE 
 
 5.3. Níveis plasmáticos de corticosterona 
 Os animais do grupo NT+S apresentaram um aumento nos níveis de 

corticosterona plasmática em relação 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 os grupos T e T+S, não foram 

encontradas diferenças significativas. 
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Figura 5.6. Níveis plasmáticos de corticosterona dos animais dos diferentes grupos 
estudados (não treinado – NT; não 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 leucócitos do sangue 
 Os valores médios e respectivos EPM das sub-populações de leucócitos do 

sangue estão apresentados na tabela 5.1. Quando comparado ao NT, os animais 

do grupo T apresentaram um aumento no percentual de linfócitos TCD4+ e na 

relação de linfócitos TCD4+/CD8+. Os animais do grupo NT+S apresentaram uma 

diminuição na contagem total de leucócitos, no percentual de linfócitos totais, de 

linfócitos TCD4+ e na relação de linfócitos T CD4+/CD8+ com relação ao grupo 

NT e ao grupo T+S. Houve um aumento no percentual de segmentados, 

monócitos e linfócitos TCD8+ quando o grupo NT+S foi comparado ao grupo NT. 

Estas alterações também foram verificadas no grupo NT+S com relação ao grupo 

T+S com excepção do percentual de linfócitos TCD8+. O percentual de células 
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não-T aumentou no grupo NT+S relativamente ao grupo T+S. O grupo T+S 

apresentou uma diminuição no percentual de células não-T e um aumento no 

percentual de linfócitos TCD4+ quando comparado ao NT.  

 

 
Tabela 5.1.  Contagem total e diferencial (em % do total) de leucócitos e contagem 
diferencial de linfócitos (em % do total) do sangue periférico nos diferentes grupos 
estudados (não treinado – NT; não 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 

 

Leucócitos Totais (106/mL)  

      

9,4 ± 0,3 

     

6,1 ± 0,3*# 

       

9,2 ± 0,4 

  

7,9 ± 0,5 

Linfócitos (% ) 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 20,5 ± 1,2 

Monócitos (%) 8,6 ± 0,7 18,4 ± 1,7*# 10,1 ± 0,9 10,1 ± 0,8 

Linfócitos TCD4+ (%) 40,2 ± 0,9 32,1 ± 0,6*#   43,7 ± 1,1* 45,8 ± 0,6 

Linfócitos TCD8+ (%) 18,5 ± 0,4 23,1 ± 0,8*   16,8 ± 0,6# 19,9 ± 0,5 

Relação CD4+/CD8+  2,2 ± 0,02  1,3 ± 0,01*#   2,6 ± 0,03* 2,3 ± 0,02 

Células não T (%) 41,5 ± 0,9 42,1 ± 1,1#   39,9 ± 1,2# 31,7 ± 0,7 

  

 

5.5. Indicadores de apoptose nos linfócitos do sangue 
Os resultados dos três indicadores de apoptose (integridade de membrana 

celular, integridade de membrana mitocondrial e fragmentação de DNA) avaliados 

nos linfócitos do sangue, estão apresentados na Figura 5.7. Com relação ao grupo 

NT, o grupo T não apresentou alteração nos indicadores estudados. Quando 

comparado ao NT, o grupo NT+S apresentou uma diminuição no percentual de 

células com membrana celular íntegra (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 

tendência foi observada quando NT+S foi comparado ao grupo T+S no que diz 

respeito ao percentual de células com membrana celular íntegra (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).  
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Figura 5.7. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação aos diferentes indicadores de apoptose em linfócitos 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-populações de linfócitos T do timo  

 No timo, não foram observadas diferenças quando o grupo T foi comparado 

ao grupo NT em todos os percentuais de linfócitos avaliados. O grupo NT+S 

apresentou uma diminuição em relação aos linfócitos TCD4+CD8+ e um aumento 

nos linfócitos TCD4-CD8- comparados ao grupo NT. O grupo NT+S apresentou 

uma diminuição no percentual de linfócitos TCD4+ com relação ao grupo T+S 

(Tabela 5.2). 
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Tabela 5.2.  Valores percentuais das várias subpopulações de linfócitos T do timo nos 
diferentes grupos de animais estudados (não treinado – NT; não 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 

     

Linfócitos T CD4+ (%) 9,3 ± 0,8 8,9 ± 0,4# 10,4 ± 0,5 11,4 ± 0,8 

Linfócitos T CD8+ (%) 9,7 ± 0,6 9,7 ± 0,5 11,1 ± 0,9 11,7 ± 0,7 

Relação CD4+/CD8+ 0,97 ± 0,01 0,92 ± 0,01 1,0 ± 0,01 0,99 ± 0,01 

Linfócitos TCD4+CD8+ (%) 68,7 ± 0,8  62,8 ± 1,0* 65,7 ± 1,2 65,7 ± 0,8 

Linfócitos TCD4-CD8- (%) 12,5 ± 0,9  15,2 ± 0,9* 12,6 ± 1,0 13,9 ± 1,0 

 
 
5.7. Indicadores de apoptose de linfócitos do timo 
A integridade de membrana celular, o percentual de membrana mitocondrial 

despolarizada e a fragmentação de DNA de linfócitos do timo foram avaliados nos 

animais dos diversos grupos experimentais e estão apresentados na Figura 5.8. 

Os grupos NT e T não diferiram nos três indicadores de apoptose estudados. O 

grupo NT+S apresentou uma diminuição, tanto no percentual de linfócitos com 

membrana celular íntegra (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 não 

diferiram entre si nos três indicadores. O grupo NT+S apresentou uma diminuição 

do percentual de células com membrana celular íntegra, em relação ao grupo T+S 

(T+S = 91,8 ± 2,0). Não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos relativamente ao percentual de fragmentação de DNA de linfócitos do timo, 

(NT = 2,78 ± 0,2; NT + S = 3,59 ± 0,3; T = 2,66 ± 0,2 e T+S = 3,37 ± 0,2; p>0.05).  
 
 
 



Resultados 

 62

Integridade de Membrana Mitocondrial

0

20

40

60

80

100

NT NT+S T T+S
%

 d
e 

de
sp

ol
ar

iz
aç

ão

*

Figura 5.8. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; 
não treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – 
T+S) com relação aos diferentes indicadores de apoptose em linfócitos 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. Análise da proliferação de linfócitos do timo 

 Os animais do grupo T não diferiram do grupo NT com relação ao índice de 

estimulação de linfócitos do timo. O grupo NT+S apresentou uma diminuição na 

resposta proliferativa de linfócitos ao estímulo 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). Não se 

registaram diferenças significativas entre os grupos na resposta ao estímulo com 

LPS.  
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Figura 5.9. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação índice de estimulação de linfócitos do timo. Valores expressos em média ± EPM.  
*p< 0,05 vs NT; # p<0,05 vs T+S. 
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5.9. Sub-populações de linfócitos T do baço  
 Quando comparado ao grupo NT, o grupo T apresentou um aumento no 

percentual de células não-T como apresentado na tabela 5.3. O grupo NT+S 

diferiu do grupo NT com relação aos valores percentuais médios de linfócitos 

TCD4+, relação CD4+/CD8+ e no percentual de células não-T do baço. A relação 

CD4+/CD8+ foi menor no grupo T quando comparado ao grupo T+S. O grupo 

NT+S apresentou diferença em todos os percentuais de linfócitos estudados, 

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

 
Tabela 5.3.  Valores percentuais das várias subpopulações de linfócitos T do baço nos 
diferentes grupos de animais estudados (não treinado – NT; não 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 

Baço     

Linfócitos TCD4+ (%) 42,2 ± 1,1 34,1 ± 1,3*# 37,7 ± 1,4 41,7 ± 0,8 

Linfócitos TCD8+ (%) 13,1 ± 0,5 14,9 ± 1,0# 13,3 ± 0,7 11,8 ± 0,2 

Relação CD4+/CD8+ 3,2 ± 0,1 2,2 ± 0,2*# 2,7 ± 0,1# 3,5 ± 0,1 

Células não T (%) 44,5 ± 1,1 51,3 ± 0,8*# 48,9 ± 1,2* 46,3 ± 1,0 

  

 

 

5.10. Indicadores de apoptose de linfócitos do baço 
 A integridade de membrana celular e a integridade de membrana 

mitocondrial de linfócitos do baço não apresentaram diferença nos grupos 

estudados (Figura 5.10). Por outro lado, os grupos NT+S e T apresentaram um 

aumento no percentual de linfócitos 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). Não 

foram observadas diferenças significativas entre o grupo NT+S e T+S (2,8 ± 0,08). 
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Figura 5.10. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação aos diferentes indicadores de apoptose em linfócitos do baço: 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;  

Integridade de membrana mitocondrial

0

20

40

60

80

100

NT NT+S T T+S

%
 d

e 
de

sp
ol

ar
iz

aç
ão

Integridade de membrana celular

0

20

40

60

80

100

NT NT+S T T+S

%
 d

e 
de

sp
ol

ar
iz

aç
ão

 

 

A B

Polarizada         Despolarizada 

Fragmentação de DNA

*
*

0

1

2

3

4

NT NT+S T T+S

%
 d

e 
DN

A 
fra

gm
en

ta
do

C 



Resultados 

 66

 
5.11. Análise da proliferação de linfócitos do baço 
Com relação ao índice de estimulação de linfócitos do baço, não se 

registaram diferenças significativas entre os grupos NT e T (NT = 5,4 ± 0,1 e T = 

5,3 ± 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 não 

diferiram entre si em relativamente à resposta ao estímulo com LPS (Figura 5.11). 
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Figura 5.11. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação índice de estimulação de linfócitos do baço. Valores expressos em média ± EPM.  
* p< 0,05 vs NT. # p< 0,05 vs T+S 
 

  
 5.12. Sub-populações de linfócitos T dos linfonodos mesentéricos 
 Nos linfonodos mesentéricos, o grupo T apresentou um aumento no 

percentual de linfócitos TCD4+ e uma diminuição do percentual de linfócitos não-

T, quando comparado ao grupo NT. O grupo NT+S apresentou um aumento no 

percentual de linfócitos TCD4+ e uma diminuição no percentual de células não-T 

relativamente ao grupo NT. O grupo T diferiu do grupo T+S em todas os 

percentuais de células estudadas, com excepção dos linfócitos TCD4+. O grupo 
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NT+S apresentou uma diminuição no percentual de linfócitos TCD4+ e de células 

não-T assim como uma diminuição na relação de linfócitos TCD4+/CD8+, tal como 

a tabela 5.4 documenta. 

 
Tabela 5.4. Valores percentuais das várias subpopulações de linfócitos T dos linfonodos 
mesentéricos nos diferentes grupos de animais estudados (não treinado – NT; não 
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 

     

Linfócitos T CD4+ (%) 52,4 ± 0,3 44,8 ± 0,5*# 55,8 ± 0,6* 54,0 ± 0,4 

Linfócitos T CD8+ (%) 10,8 ± 0,3 14,6 ± 0,2* 11,9 ± 0,5# 14,4 ± 0,3 

Relação CD4+/CD8+ 4,8 ± 0,1 3,1 ± 0,07*# 4,7 ± 0,2# 3,7 ± 0,1 

Células não T (%) 36,7 ± 0,5 36,5 ± 0,4# 29,3 ± 0,4*# 31,4 ± 0,3 

   

 

 

 5.13. Indicadores de apoptose de linfócitos dos linfonodos 
mesentéricos 
 Relativamente aos indicadores de apoptose de linfócitos dos linfonodos 

mesentéricos (Figura 5.12), o grupo T apresentou uma diminuição significativa no 

percentual de células com DNA fragmentado quando comparado ao grupo NT (NT 

= 5,5 ± 0,2  e T = 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 íntegra 

(NT = 94.8 ± 1.0; NT+S = 90.3 ± 1.5; T+S = 95,05 ± 0.9; p<0,05). Não houve 

diferenças significativas entre os grupos T e T+S em nenhuma variável analisada. 

A integridade da membrana celular e o percentual de células com DNA 

fragmentado não diferiram entre os grupos que NT+S e T+S.  
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Figura 5.12. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação aos diferentes indicadores de apoptose em linfócitos 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. Análise da proliferação de linfócitos dos linfonodos mesentéricos 
 Com relação ao índice de estimulação de linfócitos dos linfonodos 

mesentéricos, o grupo T não diferiu significativamente do grupo NT (Figura 5.13). 

Por outro lado, comparativamente ao grupo NT, o grupo NT+S demonstrou uma 

diminuição, com significado estatístico, na resposta para ambos os estímulos, quer 

com a ConA (NT = 7,0 ± 0,3; NT+S = 4,3 ± 0,2; p<0,05), quer com o LPS (NT = 2,4 

± 0,1; NT+S = 1,6 ± 0,02; p<0,05). Os grupos T e T+S não apresentaram 

diferenças significativas quando comparados entre si. O grupo NT+S apresentou 

uma diminuição no índice de estimulação em resposta a estímulo com ConA 

quando comparado ao grupo T+S (6,9 ± 0.2).  
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Figura 5.13. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação índice de estimulação de linfócitos 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 macrófagos broncoalveolares 
 A taxa de fagocitose de macrófagos broncoalveolares, em resposta ao 

estímulo com E. Coli, não se alterou no grupo T quando comparado ao grupo NT 

(NT = 72,9 ± 1,5; T = 74,7 ± 0,8; p<0,05). O grupo NT+S (61,5 ± 1,2) apresentou 

uma diminuição significativa tanto em relação ao grupo NT como ao grupo T+S 

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

(Figura 5.14).  

 

Estímulo com e. Coli

20

40

60

80

100

NT NT+S T T+S

%
 d

e 
cé

lu
la

s 
qu

e
 fa

go
ci

ta
ra

m

* #

 
Figura 5.14. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação à taxa de fagocitose de macrófagos bronco-alveolares em resposta ao estímulo 
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 

macrófagos bronco-alveolares em resposta ao estímulo 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. Análise comparativa entre os grupos experimentais (não treinado – NT; não 
treinado sujeito a stress – NT+S; treinado – T; treinado sujeito a stress – T+S) com 
relação a taxa de fagocitose de macrófagos bronco-alveolares em resposta ao estímulo 
com zimosan. Valores expressos em média ± EPM.  * p< 0,05 vs NT. # p<0,05 vs T+S. 
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 6. DISCUSSÃO 
 
 Considerações gerais sobre o estudo 

 O presente estudo pretendeu verificar qual o efeito do treino físico 

moderado em aspectos da resposta imunológica de ratos induzida pela situação 

de contenção aguda. Para tanto, e particularmente no que respeita ao treino físico, 

estabelecemos um protocolo de esforço máximo de corrida, no tapete rolante, 

para determinar o consumo máximo de oxigénio dos ratos antes da aplicação do 

protocolo experimental e, também, para avaliar a eficácia e a especificidade do 

programa de treino implementado. O nível de treino dos ratos foi avaliado pela 

determinação da actividade da enzima citrato sintetase no músculo soleus. De 

forma a evitar que a resposta crónica ao treino físico fosse adulterada pelas 

alterações orgânicas agudas induzidas pela última sessão de exercício, houve a 

preocupação de apenas sacrificar os animais 24 horas após a última sessão de 

treino. Os animais submetidos a contenção foram sacrificados imediatamente no 

final do procedimento, altura ideal para estudar os parâmetros imunes analisados 

de forma a os poder correlacionar com os níveis plasmáticos de corticosterona. De 

facto, as acções dos glucocorticóides são exercidas a partir de 40 minutos após o 

início da contenção devido à sua actuação a nível genómico (Bauer et al, 2001).  
 De uma forma geral, o treino físico moderado, por si só, não pareceu ter 

alterado a dinâmica de células imunes em circulação, a distribuição de linfócitos 

em compartimentos imunes, os indicadores de apoptose e, em geral, a 

funcionalidade de linfócitos e macrófagos. Por outro lado, a situação de contenção 

promoveu alterações nos parâmetros imunes avaliados, muitos dos quais podendo 

ser indicadores de imunossupressão, como a diminuição na relação de linfócitos 

TCD4+/CD8+ do sangue, diminuição na composição celular do timo, do baço e 

dos linfonodos mesentéricos. Na presença deste estímulo, os animais 

apresentaram um aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona, indicador 

biológico de activação do eixo HPA (Gaillard et al, 1994). Ainda em resposta à 

situação de contenção, este trabalho revelou um aumento do número de linfócitos 
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com indicadores de apoptose em órgãos linfóides e no sangue. Ocorreu uma 

diminuição na taxa de proliferação de linfócitos do timo e dos linfonodos 

mesentéricos assim como um aumento da proliferação de linfócitos do baço, em 

resposta ao estímulo mitogénico. Da mesma forma, a função fagocítica de 

macrófagos foi diminuída em resposta ao stress. Estes resultados sugerem que o 

aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona, associado ao stress agudo, 

pode ser um factor importante na génese dos efeitos deletérios do stress, 

afectando a concentração, a viabilidade e a função de linfócitos do sangue e de 

órgãos linfóides e ainda, a função de macrófagos.  

No entanto, os animais treinados e submetidos posteriormente à situação 

de contenção, não apresentaram as alterações anteriormente relatadas. As 

evidências aqui disponíveis sugerem que o treino moderado tenha efeitos 

moduladores importantes na dinâmica e na função de células imunes quando o 

organismo é sujeito à acção de estímulos agressores. Estes dados sugerem 

fortemente que o treino físico induziu tolerância cruzada, ao nível da resposta do 

sistema imune, atenuando significativamente a intensidade das respostas 

orgânicas agudas estudadas à situação de contenção.  

  

 Considerações sobre o consumo de oxigénio no teste máximo e 

durante o treino 
 No presente estudo, os animais foram controlo deles mesmos durante os 

testes de VO2max e durante o protocolo de treino. Ao estudar o mesmo animal 

antes e após a conclusão 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 máximo do presente estudo foi baseado no protocolo 

de teste máximo proposto por Brooks e White (1978) e Bedford et al (1979). 

Devido à variação do VO2max descrita com a idade, o sexo, o peso corporal e com 

a linhagem dos animais, e tendo em consideração a especificidade do grupo de 

animais que seriam utilizados neste estudo, decidimos modificar ligeiramente o 
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protocolo de teste máximo sugerido por aqueles autores. Pelo facto dos ratos da 

linhagem Wistar parecem apresentar dificuldades mecânicas em acompanhar 

altas velocidades no tapete ergométrico (Brooks e White, 1978), uma das 

alterações que efectuámos consistiu no aumento do tempo de corrida nos estágios 

finais de esforço. 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 à velocidade 

do patamar anterior promoverá a finalização precoce do exercício, não por ter sido 

alcançado o esforço máximo, mas pela aparente incapacidade mecânica dos 

animais em manter altas frequências de passada sem uma adaptação prévia. 

Assim, o aumento do tempo de esforço nestes estágios permitiu atenuar aquele 

factor de erro, possibilitando a realização de protocolos de esforço até estágios 

mais avançados de intensidade. Uma outra alteração efectuada diz respeito à 

inclinação do tapete. No estudo prévio verificámos uma resposta, aparentemente 

não-linear, do VO2 em função da velocidade com o aumento da inclinação. Este 

perfil das rectas foi essencialmente o mesmo obtido por Brooks e White (1978) 

num teste máximo com inclinação de 20º. Estudos com animais de laboratório e 

com humanos sugerem a existência de um limiar na intensidade do exercício que 

leva a uma alteração, qualitativa e quantitativa, do tipo de fibras musculares 

recrutadas (Saltin, 1973). De acordo com este princípio, uma intensidade 

aumentada de trabalho resultaria na utilização preferencial de fibras musculares 

predominantemente glicolíticas na transferência de energia química para 

mecânica. O recrutamento destas fibras, a um alta carga de trabalho, poderia 

explicar a resposta não-linear do VO2 ao incremento da velocidade a uma maior 

inclinação. Para além disso, é provável que essa quebra na linearidade seja 

também devida à proximidade de atingimento do VO2max. A partir destes 

resultados, montámos um protocolo original de teste máximo para avaliar o 

consumo de oxigénio dos animais e utilizámo-lo durante todo o período de 

experimento para o controlo do efeito do treino. 



Discussão 
 

 75

 Durante todo o experimento, os animais treinados mantiveram valores de 

VO2 relativamente à velocidade semelhantes aos encontrados no teste máximo 

inicial. Por outro lado, os ratos não-treinados foram progressivamente diminuindo 

tanto a distância desenvolvida como os seus valores de VO2max iniciais. Estes 

resultados podem ser consequência do processo de aprendizagem dos animais 

e/ou das adaptações fisiológicas motivadas pelos exercícios físicos agudos 

repetidos no tempo (Brooks e White, 1978). Dentro destas últimas, é possível que 

as flutuações de peso possam ter influenciado os valores encontrados, já que se 

tratam de valores de VO2 relativo. De facto, os animais treinados apresentaram 

um menor ganho de peso corporal a partir da quinta semana do protocolo de 

treino. A mobilização de ácidos gordos dos adipócitos e a utilização destes como 

fonte de energia no músculo esquelético pode estar subjacente às adaptações 

fisiológicas com respeito ao indicador ponderal (Saltin e Gollnick, 1983). Por outro 

lado, os animais não-treinados apresentaram um aumento de 27% a 42% no 

ganho de peso corporal relativamente ao seu peso inicial. O aumento de peso 

provavelmente estará relacionado, em ambos os grupos, com o facto dos animais 

serem ainda jovens – não maturos – aquando do início do experimento. A 

divergência das curvas, entretanto, deverá ter sido consequência do programa de 

treino. Os nossos resultados concordam com estudos previamente realizados com 

animais submetidos a um programa de treino com duração igual ou superior a 8 

semanas (Niederhoffer et al, 2000; Wisloff et al, 2001). Para além do cálculo do 

VO2 relativo, as flutuações de peso corporal podem também ter influenciado os 

resultados pelo facto dos animais mais pesados poderem apresentar um menor 

desempenho devido às limitações decorrentes do excesso de gordura corporal 

(Taylor et al, 1981; Saltin e Gollnick, 1983).    
 O teste máximo de VO2 foi realizado semanalmente por duas razões: 1) 

para acompanhar o desempenho dos animais treinados e não-treinados num teste 

máximo e 2) para permitir ajustar a intensidade do esforço durante o protocolo de 

treino relativo aos valores do VO2max avaliados previamente. Vários estudos 

relatam a utilização 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 fisiológicos altamente sensíveis (neuroendócrino e imune, 

por exemplo) ao tipo, intensidade, duração e frequência do exercício. A grande 

diversidade de protocolos utilizados por estes estudos e a falta da avaliação de 

uma variável fisiológica durante as sessões de treino podem justificar a 

disparidade dos resultados. No nosso estudo, avaliamos o VO2 dos animais 

durante as sessões de treino. Os valores encontrados do VO2 estiveram entre 58 

– 70% do VO2max avaliado na semana que antecedia a de treino, podendo o 

esforço, realizado pelos animais, ser classificado como de intensidade moderada.   

 Apesar de não ter ocorrido qualquer aumento nos valores do VO2max relativo 

ao longo das semanas de treino, utilizámos, a actividade da enzima citrato 

sintetase, no músculo soleus, para avaliação das hipotéticas repercussões 

crónicas que o treino efectuado poderá ter tido, ao nível do metabolismo oxidativo, 

nos músculos recrutados (Siu et al, 2003). De facto, sendo a citrato sintetase uma 

enzima limitante para a produção de energia na mitocôndria, ela é frequentemente 

utilizada como um importante marcador metabólico na avaliação da capacidade 

respiratória e oxidativa tecidual (Moraska et al, 2000) e os nossos resultados 

corroboram o efeito bem conhecido do treino físico 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 físico moderado  

 O exercício físico pode provocar alterações transitórias e persistentes nos 

sistemas fisiológicos, dependentes da intensidade, duração, frequência e tipo de 

esforço realizado (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Os sistemas neuro-

endócrino e imunológico são particularmente sensíveis a uma carga aguda de 

exercício físico, sendo verificado um aumento plasmático de neurotransmissores, 

hormonas e citocinas. É interessante observar que em resposta ao treino 

moderado, o aumento plasmático das hormonas libertadas em resposta a uma 
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carga aguda de exercício físico parece ser atenuado (Duclos et al, 2001). No 

presente estudo, verificámos que, nos animais treinados, os níveis plasmáticos de 

corticosterona não se alteraram 24 horas após a última sessão de treino, o que 

está 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 os níveis plasmáticos de ACTH e 

corticosterona não foram afectados 24 horas após a última sessão de exercício. 

Também Duclos et al (2001) verificaram que logo após um exercício agudo e 24 

horas depois, os níveis fisiológicos de cortisol não aumentaram em homens 

treinados quando comparados aos seus pares sedentários. Estas e outras 

evidências apontam para o facto da activação repetida do eixo HPA, tal como 

ocorre no exercício efectuado de forma regular, poder levar a uma adaptação na 

sua resposta a situações de agressão orgânica aguda. Mais especificamente, 

parece ocorrer uma menor sensibilidade adrenal ao ACTH (Luger et al, 1987; 

Aguilera, 1994). Tal hipótese vem sendo mantida com os resultados de Inder et al 

(1995) e Duclos et al (2003), onde o aumento dos níveis basais de ACTH não foi 

acompanhado pelo aumento de cortisol em homens treinados, comparativamente  

aos seus pares sedentários. Algumas horas após a aplicação de uma carga aguda 

de exercício físico, será de esperar um direccionamento do perfil hormonal 

vocacionado para a estimulação dos processos anabólicos teciduais (Luger et al, 

1987). Dada a acção antagonista dos glucocorticóides neste processo nos 

músculos esqueléticos, a hipótese de que o treino físico pode desenvolver 

mecanismos de tolerância, tais como a diminuída sensibilidade ao cortisol de 

forma a proteger os músculos da acção desta hormona, parece plausível já que a 

elevação dos seus níveis plasmáticos está associada ao catabolismo tecidual e, 

por conseguinte, à falência do processo de reparo de lesões pós-exercício (Inder 

et al, 1995; Duclos et al, 2001).  

No sistema imune, dois mecanismos parecem estar associados à 

modulação induzida pelo exercício físico regular: a) a alteração nas populações de 

células imunocompetentes e b) a alteração na função de células 
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imunocompetentes (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). No presente estudo, 

avaliámos o perfil leucocitário do sangue e linfocitário de órgãos linfóides, assim 

como a função de linfócitos e macrófagos 24 horas após o protocolo experimental 

de treino. Assumimos que as modificações naqueles parâmetros, avaliados com 

os animais em repouso, são, de facto, o resultado do efeito crónico do treino sobre 

as componentes do sistema imune. A maioria das alterações agudas ocorridas 

neste sistema induzidas pelo exercício agudo são transitórias e retornam aos 

valores basais dentro das 24 horas a seguir ao esforço, com a excepção dos 

níveis plasmáticos de algumas citocinas, como o TNF-α e a IL-1 (Moldeveanu et 

al, 2001). 

Nos animais treinados não ocorreram alterações adicionais no percentual 

de leucócitos do sangue, com excepção dos linfócitos TCD4+. A não alteração do 

número total de leucócitos 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 

natação não acarretaram alteração na concentração de células imunes, inclusive 

de linfócitos TCD4+ e TCD8+. Estas diferentes respostas, observadas por 

diferentes trabalhos, em algumas sub-populações de linfócitos podem ser 

explicados, entre outros, pelos diferentes tipos e durações dos exercícios 

efectuados nos protocolos de treino. Independentemente desse aspecto, julgamos 

ser importante realçar que o aumento no percentual de linfócitos TCD4+ verificado 

no presente estudo, e noutros referidos na literatura (Kim et al 2003), pode ajudar 

a explicar alguns achados clínicos em pacientes HIV positivos. De facto, num 

estudo efectuado com este tipo de doentes, submetidos a um programa de 10 

semanas de exercício físico moderado, foi demonstrado um aumento na 

habilidade do organismo em combater infecções oportunistas, provavelmente 

decorrente do aumento da concentração de linfócitos TCD4+ (LaPerriere et al, 

1997). 

No presente estudo, analisámos a viabilidade dos linfócitos do sangue 

através da avaliação dos indicadores de apoptose seleccionados. A apoptose tem 
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um papel importante na embriogénese, morfogénese e regulação do número de 

células teciduais, mas a indução inapropriada de morte celular pode resultar numa 

variedade de efeitos patológicos tais como doença de Alzheimer, câncer e 

doenças auto-imunes crónicas (AIDS e lúpus eritematoso sistémico) [Wyllie et al, 

1980]. De acordo com os nossos resultados, os indicadores de apoptose 

permaneceram inalterados 24 horas após o protocolo de treino realizado. Sabe-se 

que uma carga aguda de exercício físico, mesmo que moderado, pode induzir 

apoptose em linfócitos (Hsu et al, 2002). Os mecanismos subjacentes parecem 

estar relacionados com as alterações hormonais (aumento dos níveis plasmáticos 

de glucocorticóides e catecolaminas), os níveis de cálcio citosólico 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 

lesões que podem levar à sua morte (Mooren et al, 2002). Avula et al (2001) 

encontraram uma diminuição na apoptose de linfócitos induzida por H2O2, e 

nenhuma alteração na apoptose espontânea de linfócitos de camundongos 

exercitados durante 10 meses. É também de realçar o efeito antioxidativo e 

antiapoptótico das HSP, que previnem a lesão do DNA em leucócitos circulantes 

em resposta ao exercício crónico (Fehrenbach et al, 2000; Avula et al, 2001). Para 

além das HSP, é sugerido que a proteína Bcl-2 possa ter alguma importância 

neste efeito protector (Sasson et al, 2002). Embora não tenhamos determinado os 

níveis de concentração destas proteínas, prévios estudos já o fizeram. Siu et al 

(2004) verificaram que o treino físico (5dias/semana durante 8 semanas) atenua a 

extensão da apoptose no músculo cardíaco e esquelético de ratos. Estes autores 

associaram este resultado ao aumento do conteúdo de Bcl-2, HSP70 e Mn-SOD 

no miocárdio e soleus dos animais treinados quando comparados aos animais 

controlo.  

Para o estudo das populações circulantes de células imunes é necessário 

identificar também as várias sub-populações em órgãos linfóides individuais ou em 

compartimentos através da expressão de moléculas de superfície. O timo é um 

dos órgãos centrais na encruzilhada dos sistemas neuroendócrino e imunológico 



Discussão 
 

 80

(Stefansky e Engler, 1998). Precursores de linfócitos T migram da medula óssea 

para o timo onde vão proliferar, sofrer rearranjo gênico, incluindo a expressão de 

receptor de células T e expressar moléculas de superfície co-receptoras 

(Stefansky e Engler, 1998). Vários estímulos neuroendócrinos parecem actuar 

nesta diferenciação (Engler e Stefansky, 2003). No presente estudo, não houve 

alteração nas sub-populações de linfócitos do timo em resposta a 8 semanas de 

treino moderado. Este resultado é contrário aos de Ferry et al (1991) que 

verificaram uma diminuição do percentual de timócitos imaturos (CD4+CD8+) de 

ratos a seguir 4 semanas de treino moderado. É possível que 4 semanas de treino 

seja um período demasiado curto para atingimento do estado crónico de “stady-

state” induzido pelo treino sobre alguns parâmetros imunes.  

A densidade celular do tecido depende do equilíbrio entre a proliferação, 

morte e migração de células (Stefansky e Englerl, 1998). No timo, a geração de 

novas células e a eliminação de células não- e auto- reactivas, bem como a 

exportação de células maduras, são processos que estão essencialmente 

envolvidos na regulação da homeostase do órgão (Stefansky e Englerl, 1998). No 

presente estudo, não houve alteração nos indicadores de apoptose e no índice de 

proliferação de timócitos em resposta ao estímulo com ConA e LPS. Estes 

resultados corroboram os de  Hoffman-Goetz et al (2001). Concordet e Ferry 

(1993) encontraram um pequeno aumento na proliferação de timócitos de ratos 

após um treino leve e moderado. Entretanto, a significância clínica dos achados de 

Concordet e Ferry (1993) ainda não foram estabelecidas.  

 No baço, as sub-populações de linfócitos T (CD4+ e CD8+) não se 

alteraram nos animais submetidos ao treino. Estes resultados diferem dos de 

Ferry et al (1991) e de Hoffman-Goetz et al (1989), mas são consistentes com os 

de Lin et al (1993). Ferry et al (1991) encontraram um aumento no percentual de 

linfócitos TCD8+ do baço a seguir 4 semanas de treino de corrida moderada em 

tapete rolante. Hoffman-Goetz et al (1989) verificaram um aumento no percentual 

de linfócitos TCD4+ do baço em murinos treinados em corrida (30 m/min, 8º de 

inclinação, 30 min/sessão, 5 dias/semana, durante 8 semanas). Tendo em 
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consideração a diversidade de resultados apresentados pelos diferentes grupos 

de trabalho, podemos sugerir que a duração dos treinos, o tipo de protocolo e o 

desenho experimental utilizado podem ter condicionado aqueles resultados. 

 Ainda no baço, verificámos um aumento no percentual de linfócitos com 

DNA fragmentado nos animais treinados. Apesar da grande relevância dada à 

fragmentação inter-nucleossomal na apoptose, isso não significa necessariamente 

que a célula esteja em apoptose (Baumann et al, 2002). De facto, há casos de 

apoptose que ocorrem independentemente da fragmentação 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 ausência de 

aumento nos demais indicadores avaliados limita qualquer tipo de desfecho sobre 

o facto observado.  

 O índice de proliferação de linfócitos do baço não se alterou nos animais 

treinados. Em contraste, Ferry et al (1991) verificaram um aumento da resposta 

proliferativa de linfócitos do baço a seguir 4 semanas de treino. Estes autores 

correlacionaram o aumento desta resposta com o aumento do percentual de 

linfócitos TCD4+, mais reactivos ao estímulo mitogénico. Vários estudos 

verificaram que a resposta proliferativa de linfócitos do baço ao exercício agudo 

(quer moderado quer intenso) é suprimida imediatamente a seguir o esforço 

(Carraro e Franceschi, 1997; Mars et sl 1998; Hoffman-Goetz et al, 2001). Ferry et 

al (1991) verificaram que uma única sessão de exercício físico agudo (2 horas de 

natação) induziu uma diminuição da resposta proliferativa de linfócitos do baço de 

ratos. Entretanto, cargas sucessivas de exercício físico agudo moderado podem 

promover uma adaptação destas células, tornando-as menos reactivas a um 

stressor físico. Bauer et al (2001) verificaram que, em animais contidos 

diariamente por 30 minutos durante 13 dias, não ocorreu diminuição na 

proliferação de linfócitos do baço. Estes autores associaram a síntese aumentada 

de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e o TNF-α no plasma, a uma modulação regional na 

sensibilidade de células imunes aos glucocorticoides (Bauer et al, 2001). Apesar 

da utilização de modelos distintos de stress crónico, estes dados podem ser 
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interessantes no estudo da adaptação de células imunes a um agente stressor. O 

estudo da expressão de HSPs, com um papel citoprotector em linfócitos do baço 

em resposta ao stress crónico, poderia dar alguns indícios sobre o mecanismo 

subjacente à adaptação destas células em resposta ao treino físico. 

Nos linfonodos mesentéricos, os animais treinados apresentaram um 

aumento no percentual de linfócitos TCD4+. Sabe-se que as células TCD4+, nos 

tecidos linfóides periféricos, recebem sinais pela interacção com complexos 

peptídicos MHC das células apresentadoras de antigénio (Stefansky e Engler, 

1998). Após diferenciação em Th2, os linfócitos TCD4+ interagem com os 

linfócitos B. Estes, por sua vez, vão actuar na resposta imune humoral 

sintetizando e secretando imunoglobulinas. A resposta imune humoral aos 

antigénios protéicos não 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 linfócitos B. Este resultado é particularmente 

interessante já que o aumento ou a permanência de níveis normais de IgA são 

considerados bons indicadores de resistência à infecção viral ou bacteriana pelo 

tracto respiratório superior (Nieman, 2003). 

De forma similar aos demais órgãos linfóides avaliados no presente estudo, 

o índice de proliferação de linfócitos dos linfonodos mesentéricos não se alterou 

nos animais treinados. É provável que as adaptações a cargas sucessivas de 

exercício físico agudo tenham também proporcionado algum mecanismo de 

adaptação dos linfócitos deste órgão.  
 No presente estudo, para ambos os estímulos (E. Coli e Zimosan), a 

actividade fagocítica de macrófagos broncoalveolares de ratos treinados não se 

alterou comparativamente aos animais não treinados. Esses resultados 

corroboram os de Woods et al (2000) num estudo realizado com macrófagos 

peritoniais de ratos treinados. Por outro lado, Bacurau et al (2000) verificaram um 

aumento da actividade fagocítica de macrófagos peritoniais de ratos após 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 fagocítica 

de macrófagos alveolares (estimulados com S. serevisie) de animais submetidos à 

natação (45 min/dia, durante 6 semanas). Estes diferentes resultados encontrados 

parecem estar relacionados às variáveis experimentais envolvidas nos estudos, 

particularmente ao protocolo experimental de treino utilizado, ao tipo de célula 

estudada (macrófagos residentes ou activados), à localização tecidual 

(macrófagos peritoniais, alveolares ou do baço), ao tipo de estímulo e ao tempo 

em que os macrófagos permanecem em cultura, expostos à presença de citocinas 

como o INF-γ  (Fehr et al, 1989; Fernadez e De la Fuente, 1999). É também de 

realçar que os monócitos/macrófagos são células extremamente heterogéneas e 

suas funções são reguladas por mediadores solúveis, dependendo do seu estado 

de activação (Kizaki et al, 2000). Nesse sentido, a ausência de aumentos nos 

níveis plasmáticos de corticosterona nos animais treinados no nosso estudo, vem 

reforçar a especulação existente na literatura sobre o papel destas hormonas na 

mediação da função de macrófagos.  

De forma geral, o treino físico moderado não parece ter alterado os 

parâmetros imunes avaliados, mas é provável que algum tipo de protecção 

imunitária tenha daí emergido. Segundo Nieman (2003), a modulação positiva do 

exercício físico crónico moderado no sistema imune é apenas percebida quando 

este sistema é activado. A longo-termo, isso pode ser traduzido em protecção 

contra infecções sub-clínicas e clínicas, imunodepressão induzida pelo stress e 

por doenças crónico-degenerativas (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Estudos 

com animais demonstram que o treino físico pode retardar a progressão de 

tumores quimicamente induzidos, tumores implantados e tumores espontâneos 

(Bacurau et al, 2000). O mecanismo subjacente a tais respostas não está 

estabelecido, mas pode estar relacionado ao aumento do sistema antioxidante em 

leucócitos e da expressão das HSPs em resposta ao treino (Fehrenbach et al, 

2000). A síntese 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 expressão de HSP27 e HSP70 em leucócitos permanece alta 

até 24 horas pós-exercício (75-85% do VO2max).  

 

 Efeito da contenção aguda 

 No presente estudo, utilizámos a contenção para indução de stress. Neste 

modelo, os animais não sentem dor, mas têm a sensação de confinamento (Glavin 

et al, 1994). Vários estudos têm utilizado a contenção para estudar os efeitos do 

stress agudo, e demonstraram que este modelo activa mecanismos de regulação 

homeostática de natureza neuro-endócrina, incluindo o sistema nervoso autónomo 

e o eixo HPA (Stefanski e Engler, 1998; De Castro et al, 2000; Bauer et al, 2001; 

Engler e Stefanski, 2003).  

 No nosso estudo, verificámos que a exposição à contenção resultou num 

aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona, corroborando estudos prévios 

que utilizaram o mesmo modelo experimental. De Castro et al (2000) verificaram 

um aumento no nível de corticosterona em ratos após 40 minutos de contenção. 

Também Bauer et al (2001) encontraram níveis plasmáticos aumentados desta 

hormona em resposta à contenção por 60 minutos. O aumento do nível plasmático 

de corticosterona é considerado um indicador biológico da resposta ao stress e da 

activação do eixo HPA (Herbert e Cohen, 1993; Gaillard, 1994). Contudo, mesmo 

que as concentrações de glucocorticoides estejam aumentadas, o seu efeito 

biológico sobre os tecidos-alvo permanece incerto. O cortisol liga-se a proteínas 

do plasma, nomeadamente a globulina ligante de glucocorticóide (CGB) (Bauer et 

al, 2001). Dessa forma, os níveis de corticosterona livre do plasma são também 

modulados pela variação das CBG. Bauer et al (2001) utilizaram a contenção por 

60 minutos para indução de stress e verificaram uma diminuição nos níveis 

plasmáticos de CGB. Esta diminuição pode levar a um maior acesso da 

corticosterona livre aos receptores para esta hormona em células imunes do 

sangue e dos compartimentos linfóides (Bauer et al, 2001).  

 Os nossos resultados revelaram alterações na dinâmica de células imunes 

do sangue e na composição celular de órgãos linfóides nos animais sujeitos à 
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contenção. No sangue, ocorreu uma leucopenia resultante, principalmente, da 

diminuição de linfócitos totais e de linfócitos TCD4+. Estes resultados corroboram 

estudos previamente realizados com o mesmo modelo de indução de stress 

(Stefanski e Engler, 1998; Bauer et al, 2001). A diminuição observada na dinâmica 

de células está correlacionada com a libertação das hormonas do stress, 

resultando numa redistribuição de células da circulação para os tecidos (Zwilling, 

1991). Como a expressão de β-receptores fornece a base molecular para acção 

das catecolaminas e os neutrófilos e os linfócitos apresentam um maior número de 

receptores comparativamente a outras células imunes, é de esperar que sejam 

mais responsivos (Faure et al, 2004). De facto, no presente estudo, observámos 

uma neutrofilia, uma monocitose e um aumento no percentual de linfócitos TCD8+. 

O aumento da expressão de moléculas de adesão integrinas (CD11a) no tecido 

endotelial e selectinas (CD62L) nos linfócitos induzida pelas catecolaminas parece 

estar subjacente a tais alterações na concentração de linfócitos circulantes. 

Apesar de não termos avaliado a concentração plasmática das catecolaminas, a 

activação do SNS e do eixo HPA em resposta a um stressor agudo induzindo o 

aumento destas hormonas no plasma já é um fenómeno bem estabelecido 

(Fleshner et al, 1992).  

 O aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona verificados no presente 

estudo parecem também ter relação com a redistribuição de células imunes no 

sangue. Os glucocorticóides podem aumentar a sensibilidade dos receptores β-

adrenérgicos em células NK, linfócitos TCD4+, TCD8+ e neutrófilos, e a síntese de 

AMPc em células imunes (Wiegers et al, 1993). Além disso, os glucocorticóides 

parecem prolongar a acção das catecolaminas inibindo a recaptação e diminuição 

dos níveis periféricos de catecol-o-metiltransferase e da monoamina oxidase, 

como já foi verificado, por exemplo, na junção neuro-muscular (Bauer et al, 2001).  
 A diminuição da relação CD4+/CD8+ para valores abaixo de 1,5 é anormal 

e pode estar associada a estados de imunossupressão (Wiegers et al, 1993). No 

presente estudo, verificámos uma diminuição na fracção de linfócitos TCD4+ 

simultaneamente com o aumento de linfócitos TCD8+. Nossos resultados 
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corroboram os de Feng et al (1991) num estudo com ratos submetidos a 2 horas 

de imobilização. Em humanos, Ceddia et al (1999) verificaram uma diminuição na 

relação de linfócitos CD4+/CD8+ do sangue em resposta a um agente stressor 

físico (exercício agudo a 100% do VO2max até a exaustão). Como o aumento de 

linfócitos TCD8+, assim como sua activação, parecem estar associados à 

incidência de doenças virais e auto-imunes (Feng et al, 1991), os nossos 

resultados sugerem que o stress e a doença possam estar interrelacionados – o 

primeiro possivelmente pela promoção da “janela aberta” do organismo para o 

estabelecimento do segundo (Stefanski e Engler, 1998). 

 A diminuição do percentual de linfócitos da circulação parece também ter 

resultado do aumento do percentual de células apoptóticas observadas no 

presente estudo. As células imunes que sofrem lesões irreparáveis são 

geralmente eliminadas por apoptose (Wyllie et al, 1980). De facto, estudos têm 

demonstrado que o stress físico causa lesão do DNA de leucócitos circulantes 

(Niess et al, 1997; Niess et al, 1998), justificando a ocorrência de apoptose nestas 

células após a aplicação da situação indutora de stress. Por exemplo, Mooren et al 

(2002), verificaram um aumento do percentual de linfócitos apoptóticos do sangue 

de ratos em resposta a um stressor físico (exercício físico agudo exaustivo). No 

nosso trabalho, para a avaliação do percentual de células apoptóticas, utilizámos 

três indicadores: (i) integridade de membrana celular, (ii) fragmentação do DNA e 

(iii) integridade de membrana mitocondrial. Alguns estudos tem utilizado a análise 

da perda da integridade da membrana celular de leucócitos e o aumento do 

percentual de leucócitos 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 é a manutenção da integridade mitocôndrial (Kroemer et al, 1998). As 

mitocôndrias conseguem manter, sob condições fisiológicas, uma diferença de 

potencial através de sua membrana interna, entre o ambiente da matriz e o 

espaço inter-membranar (Wyllie et al, 1980). A indução de apoptose parece estar 

associada a uma alteração nesta diferença de potencial a qual resulta de um 
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aumento na permeabilidade da membrana interna, acarretando fuga de cálcio, 

glutationa e proteínas de baixo peso molecular da matriz mitocondrial (Kroemer et 

al, 1998). Este aumento de permeabilidade da membrana interna motiva o 

desacoplamento da fosforilação oxidativa, com a consequente redução na taxa de 

fosforilação do ADP e, simultaneamente, aumento na produção de radical 

superóxido e queda na biossíntese mitocondrial (Kroemer et al, 1998). No 

presente estudo, verificámos que ocorreu um aumento no percentual de linfócitos 

do sangue com perda de integridade da membrana mitocondrial após a contenção 

aguda. Os mecanismos subjacentes podem estar relacionados com o aumento da 

corticosterona e do TNF-α circulante em resposta à situação indutora de stress. 

Os glucocorticóides parecem induzir o aumento da expressão da proteína p53 e 

do AMPc, que estão entre os indutores de apoptose mais comuns (Sasson et al 

2001). O efeito modulador do TNF-α solúvel, pode ser feito via receptores tipo I de 

TNF-α, que contém um domínio de morte citoplasmático envolvido no sinal de 

transdução e apoptose (Sasson et al 2001). O aumento do percentual de 

leucócitos apoptóticos pode causar linfopenia, imunodeficiência, maior incidência 

de infecções oportunistas e aumento da sensibilidade a alergénios, as quais 

constituem alterações estruturais, funcionais e bioquímicas comuns após 

situações de stress (Kroemer et al, 1998). 

Em órgãos linfóides, a contenção provocou alterações nas sub-populações 

de linfócitos. No timo, houve uma diminuição no percentual de linfócitos T corticais 

(CD4+CD8+). Stefansky e Engler (1998) encontraram o mesmo resultado em 

animais submetidos a um stressor psicológico e social, e Hoffman-Goetz et al 

(1989) registaram as mesmas observações em animais fisicamente stressados. 

Estes autores associaram aquelas alterações ao aumento dos níveis de 

corticosterona circulante. A imunorregulação dos glucocorticóides é mediada pelos 

receptores de glucocorticóides (GR), os quais são expressos em todos os 

leucócitos (Bauer, 2001). Os dois tipos de GR (tipo I e tipo II) variam em sua 

afinidade para a corticosterona, com o tipo II tendo entre 6 e 10 vezes menos 

afinidade do que o tipo I (Ashwell et al, 2000). O GR tipo I não é detectável no 
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timo, enquanto que os GRs do tipo II são encontrados no timo, baço e linfonodos 

(Ashwell et al, 2000). A presença destes receptores indicam que o sistema imune 

é sensível a activação do eixo HPA e a elevação da corticosterona na circulação 

(Ashwell et al, 2000). De facto, tem sido demonstrado que após exposição à 

contenção por 1 hora, existe uma ocupação significativa dos receptores do tipo I 

no baço e do tipo II no timo e linfonodos (Spencer et al, 1991; Stefansky e Engler, 

1998). Os linfócitos T imaturos duplamente marcados (CD4+CD8+) são 

particularmente sensíveis à presença dos glucocorticóides (Ashwell et al, 2000). A 

diminuição de linfócitos TCD4+CD8+ pode estar associado a uma falha no 

processo de desenvolvimento dos timócitos maduros unipositivos CD4+ ou CD8+, 

sendo estas células, após maturação, exportadas do timo para se juntarem ao 

pool de células periféricas (Ashwell et al, 2000). Assim, podemos sugerir que a 

diminuição de linfócitos TCD4+ na circulação observada nos animais submetidos à 

contenção pode ter decorrido também de uma menor produção destas células no 

timo.  

 O presente estudo revelou que, nos animais submetidos à contenção, 

ocorreu um aumento nos eventos apoptóticos e uma diminuição na resposta 

proliferativa de timócitos. Estes dados são consistentes com a ideia de que a 

resposta proliferativa e a morte celular programada utilizam a mesma via de 

activação, sugerindo uma regulação concomitante deste processo via 

glucocorticóides e citocinas (Grassilli et al, 1992). Os glucocorticóides parecem 

participar do controlo da proliferação celular através da regulação de diversos 

genes ligados ao crescimento e à diferenciação celular, tendendo a promover a 

diferenciação e a inibir a proliferação (Grassilli et al, 1992).    

Alguns estudos verificaram que em resposta a um agente stressor (de 

origem psicológica), há uma diminuição da proliferação induzida por mitógeno em 

linfócitos do baço (Rabin et al, 1990; Backmet, 2004). Em contraste, encontrámos 

no nosso estudo um aumento na resposta proliferativa dos linfócitos do baço de 

animais submetidos à contenção. Da mesma forma, Bauer et al (2001) 

encontraram um aumento na proliferação de linfócitos do baço em animais 
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contidos por 60 minutos. É possível que níveis aumentados de hormonas do 

stress possam estar subjacentes a tais respostas. Lysle et al (1990) verificaram 

um aumento na expressão de receptores para a IL-2 em linfócitos do baço em 

resposta ao aumento dos níveis de corticosterona plasmática, situação que poderá 

ter implicações biológicas importantes. De facto, o baço está primariamente 

envolvido na exterminação de antigénios independentes de linfócitos T, tais como 

as bactérias encapsuladas, ao passo que os linfonodos são responsáveis por 

activar a resposta imune à infecções nos tecidos (Spencer et al, 1991). Assim, a 

activação da função de linfócitos do baço induzida pelo stress pode alterar a 

protecção contra patógenos provenientes da circulação. Todavia, torna-se 

necessário avaliar qual o tipo de população de linfócitos que está sendo alterada 

(células de memória ou células virgens).  

Nos linfonodos mesentéricos, verificámos uma diminuição de linfócitos 

TCD4+ e um aumento no percentual de linfócitos TCD8+. Estes resultados 

parecem representar um dado biológico importante no que respeita à resposta 

imune mediada por linfócitos (Spencer et al, 1991). Uma menor produção de 

imunoglobulinas por linfócitos B, que comummente ocorre em reposta a um 

agente stressor, pode decorrer de um aumento do percentual de linfócitos TCD8+ 

supressores em órgãos linfóides secundários (Spencer et al, 1991). Quando 

activados por células apresentadoras de antigénio, os linfócitos TCD8+ actuam 

inibindo os linfócitos B a produzirem anticorpos (Spencer et al, 1991). Assim, a 

incidência de infecções do tracto respiratório superior após a exposição a um 

agente stressor pode decorrer também de alterações no processo de 

diferenciação de células efectoras nos linfonodos (Nieman et al, 2000). Ademais, é 

sempre importante considerar a natureza integrada do sistema imune e como as 

alterações funcionais de um componente podem influenciar um outro componente. 

No presente estudo, verificámos uma diminuição na actividade fagocítica 

dos macrófagos alveolares. Para ambos os estímulos utilizados neste estudo 

(Zimosan e Escherichia Coli)  a contenção parece ter suprimido a resposta 

fagocítica dos macrófagos. Estes resultados corroboram os de Moinard et al 



Discussão 
 

 90

(1999) que verificaram uma diminuição da actividade fagocítica de macrófagos 

peritoniais de ratos fisicamente stressados em resposta a estímulo com Zimosan. 

Também Nascimento et al (2004) observaram uma diminuição da actividade 

fagocítica de macrófagos alveolares em resposta a estímulo com S. cerevisie nos 

animais contidos por 40 minutos, tendo  atribuído esta diminuição à presença de 

níveis elevados de corticosterona. De facto, o mecanismo subjacente pode estar 

relacionado com a presença aumentada destas hormonas e com a sua acção 

inibidora na expressão de receptores Fc em macrófagos (Fehr et al, 1989). A 

diminuição da actividade fagocítica de macrófagos tanto pode comprometer o 

mecanismo de defesa inato, como a sequência de eventos da resposta imune 

adaptativa à infecção (Zwilling e Hillburger, 1994). A eficiência dos fagócitos 

parece ter uma profunda influência no aumento ou supressão da inflamação, e se 

há problemas na remoção e reparo dos tecidos no processo inflamatório, a 

autoimunidade ou o câncer podem advir (Zwilling e Hillburger, 1994; Woods et al, 

2000).  

 O presente estudo fortalece as evidências dos efeitos imunossupressores 

do stress motivado por factores psicológicos em animais de laboratório. Estes 

efeitos foram verificados tanto relativamente à concentração de células imunes 

como às suas funções. Se estas alterações são transitórias, simplesmente reflexo 

de uma automodulação das células imunes em busca da homeostase, ou se são 

permanentes, comprometendo desta forma a actuação das componentes do 

sistema imune, é um assunto que necessita de ser considerado. Todavia, é bem 

provável que, mesmo de natureza transitória, estas alterações tenham 

consequências fisiopatológicas importantes e mereçam ser consideradas na 

etiologia de algumas doenças, como por exemplo, o câncer. 

  

 Efeito do treino físico moderado em ratos stressados 

 O presente estudo evidenciou que o treino moderado, ainda que sem 

promover, por si só, qualquer alteração aparente na dinâmica e função dos 

parâmetros imunes avaliados, evitou as alterações induzidas por um agente 
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stressor de origem psicológica. Este fenómeno, conhecido como tolerância 

cruzada, permite, por aplicação de forma continuada de um estímulo (neste caso o 

treino físico), uma atenuação da amplitude das alterações orgânicas (tolerância) 

em resposta à aplicação aguda de outros diferentes estímulos 

agressores/indutores de stress (Foyer et al, 1997). Neste sentido, o nosso estudo 

fortalece a ideia de que os seres vivos fazem uso de vias e componentes comuns 

na relação estímulo/resposta a diferentes agentes indutores de stress (Pastori e 

Foyer, 2002).  

 Com o objectivo de se ter um indicador biológico de activação do eixo HPA 

perante um agente stressor, avaliámos os níveis plasmáticos da corticosterona. 

Nos animais treinados e stressados, não ocorreu aumento nos níveis plasmáticos 

dessa hormona, contrariamente ao observado nos animais não-treinados e 

stressados. Também Kizaki et al (2000) não verificaram nenhum aumento nos 

níveis plasmáticos de corticosterona de animais treinados (natação durante 6 

semanas, 5 dias/semana, 90 min/dia) e posteriormente expostos ao stress térmico 

(5º C durante 3 horas) quando comparados aos seus pares somente stressados. 

Como referido anteriormente, a estimulação repetida do eixo HPA parece 

promover uma menor sensibilidade da camada cortical das glândulas supra-renais 

ao aumento de ACTH. Assim, é possível que esta aparente adaptação crónica do 

eixo HPA motivada pelo treino físico, se possa estender a outros agentes 

stressores, hipótese esta que deverá ser testada em estudos futuros. Contudo, em 

contraste ao presente estudo, Chennaoui et al (2002) verificaram um aumento nos 

níveis plasmáticos de ACTH e de corticosterona em animais treinados (60 min/dia, 

5 dias/semana, durante 7 semanas) e stressados (40 minutos de contenção). 
Aspectos de carácter metodológico, tais como as características dos protocolos de 

treino e de indução de stress implementados, assim como as técnicas de análise 

bioquímica e os tempos que medeiam entre o final do programa de treino e o 

sacrifício dos animais, poderão justificar os diferentes resultados encontrados por 

outros grupos de investigação. 
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Poderia ser sugerida a utilização de glucocorticóides sintéticos, como a 

prednisolona ou a dexametasona, para avaliação do efeito do treino em 

parâmetros imunes. Dessa forma, poder-se-ia verificar como os animais treinados 

responderiam a uma alta concentração daqueles corticosteróides. Contudo, 

optámos por não utilizar essa metodologia uma vez que as alterações imunes não 

devem ser limitadas aos altos níveis de glucocorticóides, pois outras substâncias, 

como as citocinas, podem mediar a resposta imune e também porque as 

substâncias sintéticas podem não ser bons substitutos para actuação fisiológica 

dos glucocorticóides, apesar da sua utilidade em estudos clínicos e experimentais 

(Blalock, 1994). Nesse sentido, a dexametasona, por exemplo, não se liga a 

receptores para mineralcorticóides, e pode interagir com os receptores dos 

glucocorticóides com cinéticas ou afinidades diferentes da corticosterona natural 

(Funder, 1993; Sapolsky et al, 2000). 

 No presente estudo, os animais stressados apresentaram um aumento do 

percentual de linfócitos apoptóticos no sangue e em órgãos linfóides, 

comparativamente aos ratos treinados e stressados. A apoptose de linfócitos 

circulantes é principalmente induzida pelo aumento de glucocorticóides 

circulantes, apesar de outras substâncias do plasma poderem também contribuir 

para a sua indução (Lee et al, 2001). A morte da célula pode ser induzida via 

receptores de superfície celular Fas e ligante Fas (FasL) ou por citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α e IL-6) (Lee et al, 2001). Ferenbarch e Northoff (2001) 

documentaram um aumento da expressão do FasL, após um agente stressor 

físico agudo, indicando um maior potencial apoptótico de leucócitos. Por outro 

lado, em resposta ao treino, há uma diminuição dos indutores solúveis de 

apoptose: o FasL, o receptor Fas e o sFasL, uma citocina que induz apoptose 

quando se liga ao receptor Fas de membrana activando as caspases (Sata et al, 

1998). Adamopoulos et al (2002) verificaram uma diminuição na expressão de Fas 

e FasL a seguir um exercício leve (>50% do VO2max) e moderado (60-70% do 

VO2max). Os autores concluíram que o treino físico reduz o sistema Fas/FasL, e, 

por essa razão, tende a atenuar a apoptose. O treino físico parece também causar 
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uma diminuição significativa na produção de citocinas pró-inflamatórias e seus 

receptores solúveis (TNF-RI, TNF-RII e IL-6R) que são produtos da interacção de 

células endoteliais com monócitos e, simultaneamente, moduladores biológicos da 

acção de citocinas circulantes (Adamopoulos et al, 2002). Assim sendo, o treino 

moderado pode melhorar a tolerância de leucócitos à lesão induzida pelo stress 

por contenção.  

 Além da via mediada pelo Fas, a morte celular pode também ser induzida 

via stress oxidativo mitocondrial (Mooren et al, 2004). Alterações no potencial 

transmembrânico mitocondrial (PTM) são seguidas de extravasamento de 

proteínas do espaço intermembranar, como o citocromo c e o factor de activação 

de apoptose 1 (Apaf-1) (Ueda et al, 2002). Estas moléculas desencadeiam a 

apoptose ou pela activação das caspases ou pela condensação directa da 

cromatina independente de caspases (Ueda et al, 2002). Os sinais iniciais 

envolvem um aumento na concentração de cálcio intracelular e/ou a formação de 

espécies reactivas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (Baumann et al, 2002). 

Para prevenir as lesões resultantes deste stress oxidativo ou nitrosilativo, a célula 

está equipada com diferentes mecanismos de defesa. De facto, substâncias 

antioxidantes como glutationa, ou enzimas como a superóxido dismutase, 

glutationa peroxidase e glutationa redutase, parecem ter um importante papel 

nessa protecção (Niess et al, 1999). Vários estudos indicam que o treino regular 

está associado ao aumento dos mecanismos de protecção celular contra as 

espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio (Ueda et al, 2002; Radak et al, 2003). 

Portanto, a tolerância de leucócitos a um agente stressor pode estar também 

associada a uma redução da taxa de sintese de ERO e ERN e/ou a um  aumento 

da eficácia dos mecanismos antioxidantes destas células (Niess et al, 1999).  

 A lesão do DNA pode levar ou à reparação do DNA lesado ou à indução 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 níveis de 

fragmentação de DNA. Os nossos resultados demonstram que a contenção 
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provocou um aumento no percentual de linfócitos com fragmentação do seu DNA, 

quer no sangue, quer em órgãos linfóides. Por outro lado, os animais treinados e 

sujeitos à contenção não apresentaram qualquer alteração neste percentual. Estes 

resultados estão de acordo com outros que sugerem que a instabilidade genómica 

após 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 diminuição do percentual de linfócitos 

apoptóticos do sangue quando comparados a sujeitos destreinados e submetidos 

ao mesmo esforço intenso (Miyazaki et al, 2001).  

 A p53 parece actuar como um factor de transcrição induzido pela situação 

de stress e possuir um papel importante na activação e integração de uma grande 

quantidade 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 não a indução da apoptose 

(Fridman et al, 2003). Por exemplo, especificamente a apoptose induzida por 

radiação, parece ser dependente da p53 (Fridman et al, 2003). Os níveis da p53 

são dramaticamente aumentados após a exposição à radiação x, radiação iônica, 

hipóxia e outros stressores que podem levar a uma massiva apoptose nas células 

alvo (Bode et al, 1997). Entretanto, a apoptose em resposta ao aumento dos 

níveis de glucocorticóides parece ser independente da p53 (Lee et al, 2001). Em 

células granulosas humanas, os glucocorticóides parecem protegê-las da 

apoptose, provavelmente aumentando os níveis de Bcl-2 nestas células (Sasson 

et al, 2001). É inclusivamente possível, que ocorra uma resposta cruzada entre a 

acção do TNF-α e dos glucocorticóides na modulação da apoptose, via controlo 

dos níveis celulares de Bcl-2 (Huang e Cidlowski, 1999; Crochemore et al, 2002).    

 No presente estudo, verificámos que a exposição à situação de contenção 

induziu um aumento da resposta proliferativa e da fragmentação de DNA de 

linfócitos do baço. Nos animais treinados e stressados, estes valores foram 

normalizados. Os níveis de Bcl-2 em linfócitos podem alterar o efeito pró-

apoptótico dos glucocorticóides para um efeito anti-apoptótico quando estes são 
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expostos a um stressor (Amsterdan et al, 2002). Os glucocorticoides podem 

também impedir a sinalização da p53 na indução da apoptose e, com isso, 

prevenir a lesão excessiva de células após diferentes tipos de stress implicados no 

aumento da expressão da p53 (Lee et al, 2001). Já no timo, os nossos dados 

demonstram que o stress provocou um aumento de linfócitos apoptóticos e uma 

diminuição da resposta linfoproliferativa. Nos animais treinados e submetidos à 

contenção, não verificamos tais resultados. Em células tímicas, o treino parece 

atenuar o percentual de linfócitos apoptóticos (Concordet e Ferry, 1993). É 

provável que as adaptações ocorridas decorram do aumento da IL-2, a qual, por 

sua vez, aumenta os níveis de mRNA da Bcl-2 (Siu et al, 2004).  

 É interessante considerar que existe uma interacção da p53 e do receptor 

de glucocorticóides (RG) sob condições fisiológicas (Sasson et al, 2001). Ambos, 

p53 e RG, são mediadores da resposta ao stress, mas há diferenças intrínsecas 

em suas acções (Sasson et al, 2002). O RG, quando complexado aos 

glucocorticóides, está envolvido na resposta de lutar-ou-fugir, e mantém a 

homeostase durante as alterações internas ou ambientais (Sapolsky et al, 2000). 

Portanto, o RG, é geralmente envolvido na resposta à sobrevivência (Sapolsky et 

al, 2000). Por outro lado, a p53, que tem sido descrita como uma guardiã do 

genoma, responde a uma grande variedade de stressores genómicos, induzindo a 

morte celular (Achanta e Huang, 2004). A hipóxia e a lesão do DNA representam 

uma situação onde a p53 e o RG têm efeitos opostos (Huang e Cidlowski, 1999). 

A resposta de morte, via p53, é parada quando o ligante activado pela RG é 

accionado, ocorrendo então a degradação da p53 (Sasson et al, 2001). O GR é 

também inibido pelo aumento da sinalização de morte induzida pela p53 (Huang e 

Cidlowski, 1999; Sasson et al, 2001). A interacção entre estes factores parece 

funcionar como um balanço das respostas celulares para sinais conflitantes.  

 Adicionalmente, parece-nos importante realçar a possível contribuição das 

proteínas HSPs principalmente na reparação das proteínas danificadas em 

resposta ao stress (Siu et al, 2004). A indução da HSP70 parece proteger as 

células tímicas da apoptose induzida pelo stress através da redução da expressão 
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das proteínas p53 e Bax (Mosser et al, 1993). A indução 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 físico moderado (70% do VO2max) 

ou intenso (>80% VO2max) parece aumentar a expressão das proteínas HSP70 e 

HSP90 em leucócitos (Fehrenbach et al, 2000).  

 No presente estudo, a situação de contenção induziu uma diminuição na 

actividade fagocítica de macrófagos. Contudo, os animais que foram submetidos 

ao protocolo experimental de treino e ao stressor não apresentaram qualquer 

alteração 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 macrófagos são células 

particularmente sensíveis a cargas sucessivas de exercício. Os mecanismos 

subjacentes a tais adaptações são desconhecidos, mas podem estar relacionados 

a factores neuro-endócrinos. 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 diminuição da expressão de receptores β2-adrenérgicos em 

macrófagos peritoniais. Os resultados de Itoh et al (2004) sugerem que o treino 

induziu uma diminuição do efeito supressivo das catecolaminas em macrófagos.  

 Assim, as alterações homeostáticas em resposta a situações agressivas 

parecem ser atenuadas pela aplicação de um treino físico prévio. As células do 

sistema imune parecem apresentar mecanismos adaptativos que permitem a 

melhoria da sua funcionalidade em resposta ao exercício físico regular e de 

intensidade moderada.   
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 7. CONCLUSÕES 
 

O treino físico de intensidade moderada, por si só, não alterou a contagem 

total e diferencial de células imunes da circulação, o arranjo de leucócitos em 

compartimentos imunes, os indicadores de apoptose de linfócitos do sangue e de 

órgãos linfóides, a função proliferativa de linfócitos de órgãos linfóides e a função 

fagocítica de macrófagos.  

 A situação de contenção promoveu um aumento dos níveis plasmáticos de 

corticosterona, a qual se associou a leucopenia, linfopenia, monocitose e 

neutrofilia. A exposição à situação de contenção também induziu uma diminuição 

da relação de linfócitos TCD4+/CD8+ do sangue, afectou a concentração, a 

viabilidade e a função de linfócitos do sangue e de órgãos linfóides e, ainda, 

diminuiu a função de macrófagos do aspirado bronco-alveolar. Estas alterações, 

no seu conjunto, são sugestivas de um estado de imunossupressão.  

Nos animais treinados e submetidos posteriormente à situação de 

contenção, comparativamente aos não treinados e stressados, a amplitude de 

variação dos parâmetros imunológicos estudados foi significativamente atenuada. 

As evidências aqui disponíveis sugerem que o treino moderado tenha efeitos 

moduladores importantes na dinâmica e na função de células imunes quando o 

organismo é sujeito à acção de outros estímulos agressores. Estes dados 

sugerem fortemente que o treino físico induziu tolerância cruzada, ao nível da 

resposta do sistema imune, atenuando significativamente a intensidade das 

respostas orgânicas agudas à situação de contenção.  
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 8.  PERSPECTIVAS PARA INVESTIGAÇÕES FUTURAS 
 
 O presente estudo suscitou o interesse para outras investigações futuras 

nas quais, em animais treinados, seja possível avaliar aspectos da resposta imune 

a outras condições fisiopatológicas, agudas ou crónicas, tais como: i) a 

endotoxemia, ii) a implantação de tumores, iii) a diabetes melittus, iv) a 

desnutrição no período de aleitamento e v) o envelhecimento. 

 No que respeita aos hipotéticos mecanismos responsáveis pela tolerância 

do sistema imune a estímulos repetidos, os seguintes parâmetros devem ser tidos 

em consideração nessas investigações futuras:  

1) Sub-populações de linfócitos TCD4+ e CD8+ (memória ou virgens) do sangue e 

de órgãos linfóides. 

2) Níveis plasmáticos de citocinas como o TNF-α e a IL-6. 

3) Expressão de receptores para glucocorticóides em linfócitos e macrófagos. 

4) Expressão das proteínas p53 e Bcl-2 em linfócitos e monócitos/macrófagos. 

5)  Expressão das proteínas HSP70 e HSP90 em leucócitos 

6) A regulação da geração de ERO/ERN em células imunocompetentes em 

resposta ao exercício agudo e ao treino regular;  

7) Os efeitos imuno-moduladores de ERO/ERN que inclui activação de factores de 

transcripção;   

8) O efeito dos antioxidantes induzidos pelo exercício na função imune. 
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