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RESUMO

s principais objetivos deste estudo foram investigar os efeitos da atividade

fisica crénica sobre os leucdcitos circulantes e sobre os leucécitos presen

tes no exsudato resultante da reagdo inflamatdria induzida por implante
de esponja de PVC em ratos Wistar. Os animais foram distribuidos em sedentdrios (8) e
treinados (T). O treinamento consistiu em natagdo didria, com carga de 5%, 1 hora por
dia, 5 dias por semana durante 30 dias. Aos 10 dias do inicio do experimento, sofreram
implante subcutdneo de esponja de PVC, na regido dorsal. Apés 20 dias de implante,
foram sacrificados e retiradas amostras de sangue para glicemia e musculo séleo para
dosagem de glicogénio e proteinas totais. Aliquotas de sangue e de exsudato da esponja
implantada foram coletadas para contagem total e diferencial de leucécitos. O treina-
mento fisico auimentou as reservas de glicogénio (T=0,205+0,02; $=0,143+0,04,
p<0,01) e proteinas musculares (T=4,85+0,48; §=3,74+0,41, p<0,01), mas reduziu a
porcentagem de eosindfilos circulantes (T=8,5+2,3; §=12,9+3,0%, p<0,007) e de
mondcitos no exsudato do implante (T=10,1+3,9; §=15,3+4,5%, p<0,02). Ndo foram
encontradas diferengas na glicemia, leucécitos totais, neutréfilos e linfécitos. Esses da-
dos sugerem que a atividade fisica regular realizada simultaneamente ao processo de
inflamagdo, preserva as reservas musculares, mas atenua a resposta inflamatdria, po-
dendo interferir na recuperacdo tecidual.
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ABSTRACT

The purpose of this study
was to investigate the effects of
the chronic physical activity on
the circulating leukocytes and
leukocytes subsets presented in
the resulting exsudate of the
inflammatory reaction induced
for it implants of PVC sponge in
Wistar rats. The animals were
distributed in sedentary (S) and
trained (T) groups. The training
consisted of daily swimming with
load of 5% b/w., 1h/d, 5d/w, for 30
days. To the 10 days of the
beginning of the experiment, the
rats suffered it implants of PVC
sponge, in the dorsal area between
the muscular and epithelial
tissues. After 20 days of it
implants, the rats were sacrificed
and blood samples collected for
glucose and soleus muscle excised
for glycogen and total proteins
analyses. Aliquots of blood and of
exsudate of the implanted sponge
they were collected for total and
subset leukocytes evaluation. The
physical training increased the
glycogen stores (T=0,205 + 0,02;
§=0,143 = 0,04, p<0,01), and
muscular proteins (T=4,85 +
0,48; $=3,74 * 0,41, p<0,01),
but reduced the percentage of
circulating eosinophil (T=8,5 +
2,3; §=12,9 + 3,0%, p<0,007)
and monocytes in the exsudate of
the implants (T=10,1 *= 3,9,
§=153 *+ 4,5%, p<0,02). They
were not found differences in the
glucose, total leukocytes,
neutrophil and lymphocytes.
These data suggest that the regu-
lar physical activity coupled to the
inflammation process preserves
the muscular stores, but
attenuates the inflammatory
response, could interfere on the
tissue recovery.

KEYWORDS:

Inflammation, Physical
training, Leukocytes, Glycogen,
Proteins.
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INTRODUCAO

Evidéncias epidemioldgicas tém mostrado
que exercicios fisicos moderados realizados re-
gularmente sao benéficos na protecio do orga-
nismo as doencas infecciosas (NIEMAN, 1994),
cancer (STERNFELD, 1992) e na aceleragio dos
processos de reparo da inflamagio (NIEMAN,
1998). Estudos com animais de laboratério tém
demonstrado a complexidade da interagio exer-
cicio-sistema imune e confirmam que o exerci-
cio moderado melhora algumas respostas infla-
matdrias, enquanto o exercicio exaustivo afeta
negativamente a capacidade imunolégica
(WOQDS et al., 1997).

A reacdo inflamatoéria, por sua vez, envolve
respostas vasculares, neuroldgicas, humorais e ce-
lulares no local da lesao e abre caminho para a
reparacao do local danificado (RICHES, 1996).
AlteragOes estruturais na microvasculatura per-
mitem a exsudagao de proteinas plasmaticas e
agregacao e saida de leucécitos para os tecidos
lesados. O grande afluxo de leucdcitos, principal-
mente neutréfilos e macréfagos, no local da le-
sa0, pode constituir-se no aspecto mais impor-
tante da reagao inflamatoria. Essas células sao
fundamentais para a fagocitose, enquanto os
linfécitos contribuem nas reacoes prolongadas.
Os principais aspectos das referidas reagoes, bem
como a avaliagao dos processos de reparo, tém
sido estudadas em modelos experimentais que
envolvem implante de esponja em animais de
laboratério (SICARD & NGUYEN, 1996).

O exercicio fisico interfere sobre varias eta-
pas dos processos inflamatorios, podendo aumen-
tar a atividade anti-tumoral dos macréfagos
(WOODS et al., 1993), a quimiotaxia dos
leucocitos e a atividade fagocitica dessas células
em humanos e animais experimentais (FEHR et
al., 1988). Diversos estudos tém demonstrado que
exercicios de intensidade e duragao elevadas pre-
judicam a resposta imune. RHIND et al. (1994)
verificaram que individuos treinados apresentam
altas porcentagens e contagem absoluta de
leucdeitos totais, granuldcitos e células matado-
ras naturais (NK), mas baixas contagens de
linfécitos, quando comparados com sujeitos nio
treinados. GABRIEL et al. (1994), utilizando
marcadores celulares, observaram desapareci-
mento de mondécitos maduros (pré-macréfagos)
e aumento de monocitos imaturos no sangue
circulante em resposta a ultramaratona.

Os possivels mecanismos de imunomodulagao
induzidos pelo exercicio podem incluir mudangas
hormonais, metabdlicas e fisiolégicas (FIELD, 1991,
SMITH, 1997). Adrenalina e em menor grau
noradrenalina sdo responsaveis pelos efeitos ime-
diatos do exercicio sobre as subpopulagdes de
linfécitos e atividades citotéxicas. O aumento nas
catecolaminas e horménio do crescimento medi-
am os efeitos agudos do exercicio sobre os
neutréfilos, entretanto o cortisol pode ser respon-
savel por manter a linfopenia e neutrocitose apos
exercicio de longa duracao. O papel das citocinas
sobre as referidas células esta relacionado aos da-
nos musculares e hormodnios de estresse
(PEDERSEN et al., 1997). Outro mecanismo en-
volve a glutamina produzida pelo musculo
esquelético, fundamental para o metabolismo dos
linfécitos (CURI, 1994; KOYAMA, et al.,1998).

Considerando os virios aspectos abordados
na literatura, as principais propostas deste traba-
lho foram investigar os efeitos da atividade fisica
cronica sobre os leucdcitos circulantes e sobre os
leucdcitos presentes no exsudato resultante da
reacdo inflamatéria induzida por implante de
esponja de PVC em ratos Wistar,

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados ratos machos
adultos Wistar com aproximadamente 70 dias de
idade no inicio do experimento, alimentados com
ragao balanceada padrao Purina, dgua ad libitum
e mantidos em gaiolas coletivas a temperatura
ambiente de 25°C e fotoperiodo de 12C:12E.

Delineamento. Os ratos foram distribuidos
nos seguintes grupos: Sedentdrio (S) - ratos nor-
mais que nao realizaram exercicio fisico (n=7);
Treinado (T} - submetidos ao exercicio fisico, uma
hora por dia, 5 dias por semana, durante 30 dias
(n=8); Aos 10 dias do inicio do treinamento (pe-
riodo de adaptacio), os ratos sedentirios e trei-
nados foram submetidos a cirurgia de implante
de esponja de PVC e recolocados nas gaiolas. O
grupo T retornou ao esquema de exercicio dois
dias apés o implante. Aos 20 dias da realizacio
da cirurgia, os ratos de cada grupo foram manti-
dos em repouso por 24 horas e sacrificados.

Treinamento Fisico. Os animais dos gru-
pos T realizaram natagio com carga equivalente
a 5% do peso corporal acoplada ao térax, por 60
minutos didrios, cinco dias por semana, durante
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30 dias. As sessoes de natagdo iniciaram-se as
8:00 horas em recipiente de amianto (100cm x
70cm x 60cm) com coluna de dgua de 40 cm,
para evitar que os ratos apoiassem a cauda no
fundo do recipiente. A temperatura da dgua foi
mantida em 32 + 1 °C. Apos o término das ses-
soes de natacao, os ratos foram enxugados e
retornados as suas respectivas gaiolas em sala
com temperatura de 25 °C. Os animais do grupo
sedentdrio (S), apesar de nao submetidos a nata-
¢do, foram colocados na dgua, nas mesmas con-
digoes anteriores, aproximadamente 2 minutos/
dia para simular a manipulagio dos animais dos
grupos treinados.

Implante de Esponja de PVC. Os ratos fo-
ram anestesiados por inalacao com éter etilico e
tricotomizados na regido mediana dorsal, onde
procedeu-se uma incisio cirargica perpendicular
ao eixo da coluna vertebral. Apods a divulsdo dos
tecidos subcutaneos foram implantadas espon-
jas de PVC (Polivinilcloro), com 7,0mm * previa-
mente autoclavadas, distando 4,0cm da incisao
para evitar interferéncia dos processos de cicatri-
zacao. Em seguida, foi feita a sutura da incisdo.
Todos os procedimentos foram realizados em
condicoes estéreis.

Parimetros avaliados. Contagem de
leucdceitos no sangue. No dia anterior ao sacrificio
dos ratos foram retiradas amostras de sangue da
cauda para contagem total e diferencial de
leucéeitos. A contagem total foi feita no sangue
diluido em solucio de Turk (LIMA et al., 1977)
colocado sobre a Camara de Neubauer. Para a con-
tagem diferencial realizou-se esfregaco em lami-
nas de vidro e coragio com Laishman (LIMA et
al., 1977). A leitura das liminas foi feita em Mi-
croscopio Zeiss. O sacrificio dos animais ocorreu
por decapitacio, com coleta de sangue em tubos
de vidro sem anticoagulante. O musculo séleo foi
retirado para dosagem
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Glicogénio. Amostras do musculo soleo fo-
ram pesadas e digeridas em KOH a 30% e a quen-
te. O glicogénio foi precipitado a partir do mate-
rial digerido através de 2 passagens no etanol a
70 %. Entre as fases de precipitagao, foi realizada
a centrifugacao a 3.000 rpm por 5 minutos, des-
cartando-se o sobrenadante. A quantidade de
glicogénio foi avaliada através da antrona em meio
acido (HASSID & ABRAHAMS, 1957).

Proteinas totais: Amostras do musculo
séleo também foram utilizadas para dosagem de
proteinas totais pelo método do Folin-fenol
(LOWRY et al., 1954).

Contagem de leucocitos no esxudato. As
esponjas previamente implantadas foram retira-
das, colocadas em placas de Petri e o exsudato
extraido com auxilio de um pipetador automati-
co, de ponteiras removiveis, tipo Eppendorf. Os
procedimentos para as contagens total e diferen-
cial de leucocitos das aliquotas do exsudato fo-
ram os mesmos utilizados para as amostras de
sangue (LIMA et al.,, 1977).

Estatistica. Foi realizado testeT de Student
para todas as varidveis analisadas.

RESULTADOS

Os resultados referentes a glicemia foram
semelhantes entre os sedentdrios (S) e treinados
(T), Tabela 1, enquanto os valores de glicogénio
no musculo séleo foram significativamente mais
elevados entre os treinados (T=0,205+0,02;
§=0,143+0,04, p<0,01), demonstrando que o
protocolo de exercicio com 5% de carga foi efici-
ente em aumentar essa reserva energética no re-
ferido musculo. Os teores de proteinas totais no
soleo também foram maiores no grupo submeti-

de glicogénio e protei-
nas totais.
Glicose.-O san-
gue foi centrifugado a
3.000 rpm por 10 mi-

Tabela 1: Glicemia (mg¢%), teor de glicogénio (mg/100mg) e de proteinas to-
tais (mg/100mg) no masculo séleo de ratos sedentarios (S) e treinados (T) sub-
metidos ao implante de esponja de PVC, sacrificados aos 20 dias da cirurdia.
Resultados expressos como média + desvio-padrao.

nutos e uma aliquota
de soro utilizada para
dosagem de glicose,
pelo método enzi-

Sedentirio
Treinado

matico colorimétrico
da glicose-oxidase

112,746,8
118,0+13,2

04
0,205+0,02*

4,85+0,48*

(NOGUEIRA, 1990).  * S#T p<0,01
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do ao treinamento fisico (T = 4, 85 + 0,48; S=
3,74 = 0,41, p<0,01).

Quanto ao numero de leucécitos totais
circulantes (Tabela 2), ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos
(T=16,2%+4,2; S=17,3+1,9X10? leucicitos/mm?
de sangue). Os valores relativos de leucécitos
polimorfonucleares nao apresentaram diferencas
para os neutrofilos, mas foram significativamen-
te menores para os eosindfilos (p<0,007) entre
os ratos treinados (T=8,5+2,3; $=12,9+3,0%)
caracterizando a presenca de eosindfilopenia neste
grupo. Nao foram também encontradas diferen-

cas (p<0,05) nas porcentagens de monocitos e
linfécitos na corrente sangiiinea dos animais es-
tudados (Tabela 3 e Figura 1).

A anilise leucocitiria do exsudato retirado
da esponja implantada mostrou que os valores
absolutos de leucdcitos totais nao diferiu entre
os sedentarios e treinados (Tabela 2). O mesmo
fato foi observado para as contagens diferenciais
de neutréfilos, eosindfilos e linfécitos. Somente
foram encontradas diferengas para os mondcitos,
com aumento significativo entre os sedentarios
(T=10,1%3,9; S=15,3+4,5%, p<0,02) (Tabela
4 e Figura 2).

Tabela 2: Contagem de leucécitos totais (nGmero de células/mm?) no sangue circulante e no exsudato
contido na esponja de PVC, de ratos sedentarios (§) e treinados (T) sacrificados aos 20 dias do implante de
esponja. Resultados expressos como média + desvio-padrao.

Sedentario
Treinado

173+i9

16,2 +4,2 6,3+1,7

Tabela 3: Contagem de neutréfilos, eosinéfilos, monécitos e linfécitos no sangue circulante de ratos
sedentarios (S) e treinados (T) sacrificados aos 20 dias do implante de esponja (% de células/mm?® de
sandue). Resultados expressos como média + desvio-padrao.

340£66
36,5 + 6.4

129430
8.5 + 2,3

Sédentério
Treinado
* S#T; p<0,007

46 6+7 6
47,8 6,7

77+24
9,037

Tabela 4: Contagem de neutréfilos, eosindfilos, monécitos e linfocitos de ratos sedentarios (S) e treina-
dos (T) sacrificados aos 20 dias do implante (% de células/mm?* de exsudato contido na esponja de PVC).
Resultados expressos como média + desvio-padrao.

303421
30.8 + 8.2

Sédentério
Treinado
* S#T; p<0,02

295+2.6
30,0 + 3.4

15 3 +45
10,1 + 3,9%

16.0£49
20,0 +4.4
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Figura 1: Porcentagem de neutroéfilos,
eosinofilos, monécitos e linfocitos no sangue
circulante (% de células/ mm® de sangue) de ra-
tos sedentarios (S) e treinados (T) sacrificados
aos 20 dias do implante de esponja. Resultados
expressos como média (*S#T). J

Bl Scdentario

rFigura 2: Porcentagem de neutréfilos,
eosindfilos, mondcitos e linfécitos de ratos se-
dentarios (S) e treinados (T) sacrificados aos 20
diasdoimplante (% de células/mm®de exsudato
contido na esponja de PVC). Resultados expres-

# “ -]
1 ki 1

Porcentagem de células
3
1

0 —

1. Neutréfilos; 2. Eosinéfilos; 3. Mondécitos; 4. Linfécitos.

DISCUSSAO

A resposta inflamatéria representa um dos
passos mais importantes do processo de reparo
dos tecidos. Este processo tem por finalidade a
restauracao da estrutura asséptica e funcéo
tecidual seguinte a injuria. A seqiiéncia geral de
eventos que sio ativados em resposta a injuria e
que leva ao sucesso do reparo, compreende ati-
vacao do sistema de coagulacao; geragao local de
uma variedade de fatores quimiotaticos soluveis
para atrair células inflamatoérias; influxo de
neutréfilos e mondcitos visando a esterilizacio;
remogao de estruturas danificadas; inicia¢io da
neovascularizagdo; proliferacio das células
mesenquimatosas e remodelamento do tecido
conjuntivo (RICHES, 1996).

A necessidade de compreender os mecanis-
mos envolvidos nesses processos, bem como as
possibilidades de melhorar as respostas inflama-
torias acelerando a reparacio tecidual é indiscu-
tivel. O exercicio fisico moderado realizado regu-
larmente, de acordo com alguns pesquisadores,
pode exercer papel benéfico sobre os leucocitos
circulantes, niveis de citocinas inflamatoérias e
funcio imune em geral (NIEMAN, 1994;
PEDERSEN et al., 1997). A realiza¢io de exerci-
cio simultaneamente a ocorréncia de processos
inflamatérios pode, por outro lado, prejudicar

sos como média (*S#T). y

Sedentario |

=
] Treinado |

=4
i

=1
i

Porcentagem de células
.

0

1 l 2 3 . 4
1. Neutrofilos; 2. Eosindfilos; 3. Mondcitos; 4. Linfdcitos.

tanto a performance quanto a resposta inflama-
toria. Infecgoes agudas estao associadas com
multiplas respostas do hospedeiro mediadas por
citocinas e correlacionadas com febre, mal estar
€ anorexia, € cuja proposta € mobilizar nutrien-
tes para suprir as necessidades de energia do sis-
tema imune e dos tecidos de reparo. Os efeitos
da mobilizagao de energia refletem-se sobre o
musculo esquelético estriado, com degradacio da
performance aerébia (FRIMAN & ILBACK,
1998). No presente estudo verificamos que a
glicemia dos grupos sedentdrio e treinado foi se-
melhante, enquanto a reserva de glicogénio no
musculo séleo foi maior entre 0s animais treina-
dos, demonstrando efeito do programa de treina-
mento fisico sobre esse substrato energético.

Para estudar as influéncias do exercicio so-
bre as respostas inflamatdrias utilizamos o mo-
delo de implante de esponja de PVC em ratos, o
qual tem sido utilizado tanto para estudo das fa-
ses proliferativas da cicatriza¢ao, como para ana-
lise do fluido intersticial e avaliagio do progresso
da regeneracio tecidual (SICARD & NGUYEN,
1996). A esponja implantada provoca uma rea-
¢do inflamatoria em resposta ao corpo estranho,
caracterizada pela presenca de células, exsudato,
proteinas plasmaticas e tecido conjuntivo fibro-
so. Essa reacdo pode ser analisada em diferentes
fases de desenvolvimento. Neste trabalho optou-
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motores de crescimento na presenca de inflama-
¢ao (RICHES, 1996) e que no presente trabalho
nao medimos o GH, €é possivel que a resposta
inflamatéria tenha sofrido influéncia desses fa-
tores, em fungio dos efeitos do programa de exer-
cicio fisico utilizado.

Os resultados relativos ao musculo séleo,
indicam que nas condigdes de associacio de exer-
cicio e inflamagao, parece haver uma adaptacao
do organismo no sentido de poupar substratos
para o musculo esquelético exercitado, mesmo
com comprometimento moderado da resposta
inflamatéria tardia. Portanto, a realizacio de exer-
cicio fisico, mesmo de intensidade moderada,

simultaneamente ao processo inflamatério pode
atenuar as respostas locais na drea injuriada, in-
terferindo na recuperacio tecidual.

CONCLUSAO

Atividade fisica de natagio didria com 5%
de carga, realizada simultaneamente ao processo
de inflamacao experimental induzido por implan-
te de esponja de PVC, preserva as reservas mus-
culares de glicogénio e proteinas, mas atenua a
resposta inflamatoria, reduzindo os eosinéfilos
circulantes e os mondcitos no local inflamado,
podendo prejudicar a recuperacio tecidual.
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