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O exercicio fisico gera um desvio da homeostase e a reorganizagio das respostas de diversos sistemas,
entre eles o sistema imune. A resposta aguda do sistema imune pode estar sujeita a mudancas de
acordo com a intensidade do exercicio praticado. O objetivo do estudo ¢ observar a resposta da proli-
feragdo linfocitdria a pratica de sessdes de exercicio fisico aerébio de diferentes intensidades. Para tal,
foram avaliados dez voluntarios (23,50 + 3,43 anos), que realizaram sessdes de exercicio aerébio em
bicicleta indoor nas intensidades moderada (40-59% da frequéncia cardiaca de reserva - FCr) e vigo-
rosa (60-89% da FCr). Houve coleta de sangue venoso para andlise da proliferagio linfocitdria antes
(baseline) e apds cada uma das sesses. A proliferagio linfocitdria foi estimulada através de Concana-
valina A e mensurada através do ensaio de Alamar Blue® por analise fluorimétrica apds 24h, 48h e
72h de cultivo. A anilise estatistica compreendeu comparagdes repetidas entre as diferentes sessoes
e o baseline por ANOVA wo-way, considerando um p < 0,05. A sessio de exercicio de intensidade
vigorosa apresentou diminuicdo significativa da proliferagio linfocitdria basal de 21,96% (p = 0,011)
em 24h, 37,46% (p = 0,001) em 48h ¢ 27,61% (p = 0,005) em 72h quando comparada com o laseline.
A sessdo de exercicio de intensidade moderada mostrou um aumento de 42,17% (p = 0,001), 36,89%
(p =0,011) e 30,84% (p = 0,001) para os mesmos tempos. Houve diferenca significativa no delta de
variagio na comparagio entre as intensidades (p < 0,005). A pratica aguda de exercicio fisico aerébio
em intensidades moderada e vigorosa foi associada ao aumento e diminuigdo, respectivamente, da
proliferagio linfocitdria de adultos.

Palavras-chave: Linfécitos; Exercicio fisico; Proliferagio celular.

ABSTRACT

Physical exercise causes a deviation in homeostasis and the reorganization of various systems responses, in-
cluding the immune system. The acute response of the immune system may differ according to the intensity of
physical exercise. The objective of this study is to analyze the lymphocyte proliferative response to the practice
of aerobic physical exercise sessions of varying intensities. Ten volunteers (23.50 + 3.43 years) were evalu-
ated performing aerobic exercise sessions on an indoor bicycle at a moderate intensity (40-59% of heart rate
reserve - HRR) and at a vigorous intensity (60-89% of HRR). Venous blood was collected for the analysis
of lymphocyte proliferation before (baseline) and after each session. Concanavalin A (Cond) was utilized
as stimulator and Alamar Blue® assay as measurement. The results were obtained by means of fluorimetric
analysis after 24, 48 and 72 hours of cell culture after the exercise sessions. Statistical analysis comprised
of repeated comparisons between the different sessions and the baseline by two-way ANOVA, considering
P < 0.05. The vigorous exercise session reported a significant decrease in lymphocyte proliferative response
0f21.96% (p = 0.011) in 24h, 37.46% (p = 0.001) in 48h and 27.61% (p = 0.005) in 72k, compared to
the baseline. The moderate intensity exercise session reported a significant increase of 42.17% (p = 0.001)
in 24h, 36.89% (p = 0.011) in 48h and 30.84% (p = 0.001) in 72h, compared to the baseline. There was
a significant difference in delta variation between the two intensities (p < 0.005). Acute aerobic physical
exercise at moderate and vigorous intensities caused a decrease and increase, respectively, in the lymphocyte

proliferation of young adults.
Keywords: Lymphocyte; Exercise; Cell proliferation.

Introdugao

O exercicio fisico gera um desvio da homeostase e leva
a reorganizagio das respostas de diversos sistemas, en-
tre eles o sistema imune'. Alteragoes tempordrias cau-
sadas por uma sessdo de exercicio sido conhecidas como

resposta aguda' e ocorrem apés a ativa¢do da inflama-
¢do localizada, por alteragbes sistémicas fisiolégicas e
comportamentais no organismo?.

A resposta aguda é dependente da intensidade e
duragio do exercicio fisico?. No funcionamento do sis-
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tema imunolégico, a resposta se d4 em uma curva no
formato de /7, em que exercicios de maior intensidade
aumentam a suscetibilidade a doengas infecciosas, es-
pecialmente virais de vias aéreas superiores e exercicios
de intensidade moderada tem um efeito protetor con-
tra infecgbes®*. Ndo hd consenso sobre os mecanismos
que levam a essa diferenca de resposta, mas acredita-se
que tenham rela¢do com altera¢des na funcionalidade
de células de defesa’.

Os linfécitos estdo entre as principais células de
defesa do sistema imune, sua capacidade proliferativa,
ou seja, capacidade de sofrer expansdo monoclonal, é
crucial para a resposta imune adaptativa’. Sessdes de
exercicio sdo capazes de afetar a habilidade dos linféci-
tos de migrarem do sangue para os tecidos periféricos
nos locais de inflamagéo e modificar temporariamente
suas funcionalidades®.

Green et al.® relatam que o exercicio aerébio sob
condi¢oes agudas pode alterar a prolifera¢io linfoci-
tiria. A capacidade proliferativa linfocitiria pode ser
usada em contextos clinicos para avaliar a fungdo imu-
ne, mas sua resposta ao exercicio fisico de diferentes
Estudar
essa associagdo pode fornecer melhores evidéncias para

intensidades ainda nio é bem esclarecida’.

a prescri¢do de exercicio de forma benéfica e segura ao
sistema imune?®, vislumbrando seu uso como estraté-
gia nio farmacolégica para aumento da imunidade e
da contagem de determinadas populagdes linfocitérias,
bem como uma forma de evitar diminui¢io no rendi-
mento de atletas e infecgdes na populagio em geral®®.
Nesse contexto, o presente artigo objetivou verificar
o efeito agudo de diferentes intensidades de exercicio
fisico na proliferacio linfocitiria de adultos. Hipoteti-
zou-se que o exercicio fisico aerébio de intensidade vi-
gorosa e moderada promoveriam diferentes respostas de
proliferacio linfocitdria basal sob estimulo de mitégeno.

Métodos

Trata-se de um estudo experimental de curta duragio,
desenvolvido na Unidade Escola de Promogio da Sau-
de da Universidade Federal do Paran4, Brasil (UE-PS/
UFPR). Este estudo faz parte da segunda fase do pro-
jeto de pesquisa intitulado “Comportamento Ativo e
Fatores de Risco de Estudantes Universitarios: Estudo
de Segmento”. Todos os sujeitos avaliados na primeira
fase do estudo foram convidados a participar de forma
espontinea para a fase experimental (intervengio agu-
da de exercicio fisico). Foram considerados critérios de
exclusdo: idade menor que 18 anos ou maior que 35

anos, e ter feito uso de medicamentos anti-inflamaté-
rios ou bebida alcodlica nos dois dias anteriores as in-
tervengdes. Foi realizado o cédlculo amostral para a fase
experimental, sendo utilizado o soffware G*Power, Ver-
530 3.1.9.4, adotando um poder de 80% para um teste
bicaudal e um erro méximo desejado de 5%. A equagio
indicou a necessidade de pelo menos seis individuos
por grupo para obtengdo de dados confidveis de proli-
teragdo linfocitdria. O estudo foi apreciado pelo Comi-
té de Etica e Pesquisa do Setor de Ciéncias da Satde
da UFPR, o qual atende a resolugdo 466/12 do Conse-
lho Nacional de Satde, e estd de acordo com a Decla-
ra¢io Médica Mundial de Helsinki de 1975 sobre ética
em pesquisa médica (CAAE:71645617.4.0000.0102).

Os participantes tiveram sua frequéncia cardiaca
(FC) de repouso aferida e foram submetidos a duas
sessoes de exercicio aerébio agudo, de diferentes inten-
sidades, com intervalo de sete dias entre as sessoes. Fo-
ram colhidas amostras de sangue venoso antes e apds
cada uma das sessoes para a determinagio da prolifera-
¢do linfocitdria. Foram obtidos dados de nome, idade e
sexo dos participantes por questionamento direto, e de
nivel de atividade fisica, através de questiondrio online,
para caracterizagdo da amostra. As medidas antropo-
métricas de massa corporal (quilogramas) e estatura
(centimetros) foram avaliadas conforme protocolo pro-
posto por Petroski’. Com base nessas medidas foi de-
terminado o indice de massa corporal (IMC) (kg/m?) e
sua classifica¢do™. O Nivel de Atividade Fisica (NAF)
toi avaliado por meio do Questiondrio Internacional de
Atividade Fisica (IPAQ) versio curta e os participantes
foram classificados em sedentdrios, levemente, mode-
radamente e muito ativos'.

Os participantes realizaram duas sessoes de exerci-
cios fisicos aerébios continuos de intensidades diferen-
tes, com intervalo de sete dias entre elas. Foi solicitado
aos participantes que nio realizassem exercicios fisicos
nas 24h que antecederam as intervengdes propostas. As
sessoes foram realizadas em bicicleta indoor (Schwinn”®,
AC Sport, USA) e tiveram duragio aproximada de 40
minutos, sendo os 10 minutos iniciais de aquecimento
em intensidade leve, 30 minutos em intensidade espe-
cifica, moderada durante a primeira sessdo e vigorosa
durante a segunda, finalizando com cinco minutos de
recuperagio em intensidade leve. A velocidade em ro-
tagdes por minuto na bicicleta foi mantida entre 70 a
80 rpm de forma constante. Os Watts foram verificados
durante as intervengdes e sido derivados da cadéncia e
resisténcia imposta na bicicleta utilizada, sendo a carga
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ajustada para que o participante se mantivesse nas zo-
nas de frequéncia cardiacas propostas.

As intensidades do exercicio aerébio foram cal-
culadas previamente pela estimativa da frequéncia
cardiaca de reserva (FCr), mediante o protocolo de
cilculo proposto pelo American College of Sports Me-
dicine (ACSM)*™. Para mensurac¢io da FC em repouso
(FCrepouso) foi utilizado o monitor cardiaco (Polar”
FT1, Finlandia) e o participante permaneceu em am-
biente silencioso e climatizado na posi¢do deitada em
dectbito dorsal sobre uma maca confortivel, pelo tem-
po de 10 minutos, durante periodo vespertino. A FC
méxima (FCmax) foi estimada através da férmula pro-
posta por Astrand®. Os valores de FC foram classifica-
dos de acordo com a recomenda¢io do ACSM™, con-
siderando exercicio aerébio de intensidade leve aquele
que se atinge 30-39% da FCr, intensidade moderada
entre 40-59% da FCr e intensidade vigorosa o exercicio
que atinge entre 60-89% da FCr'2.

Durante as sessdes de exercicio a FC dos partici-
pantes foi controlada por monitor cardiaco (Polar” FT1,
Finlandia), a pressio arterial sanguinea aferida por meio
dos equipamentos de esfigmomandmetro aneroide
(Welch Allyn®, Durashock DS44-BR, USA) e este-
toscépio (Littmann®, Classic I, USA), em intervalos de
10 minutos, conjuntamente com a percep¢io de esfor¢o
muscular e respiratoria pela escala de Borg adaptada™.

Para determinagio da resposta proliferativa linfo-
citaria foram colhidas amostras de sangue venoso dos
participantes antes e apés cada uma das sessoes de exer-
cicios, utilizando tubos de ensaio de 7,5ml com EDTA
(Sarstedt’, Monovettes AG, Alemanha), para determi-
nagio da proliferagio linfocitdria basal (baseline) e das
proliferacdes apds as sessoes de intensidade especifica.
Aliquotas de 4 ml da amostra foram transferidas para
tubos conicos de polipropileno estéril contendo 4ml de
Histopaque-1077 (Sigma®, Histopaque-1077, USA).
Ap6s centrifugagio a 400 x g por 35 minutos, a nuvem
linfocitdria formada foi aspirada e lavada com solu¢do
hemolitica (4.01g NH4C]; 0.8 EDTA-Na; 0.42g Na-
2CO3; gsp.500mL H,0) para hemdlise de eritrécitos
residuais. As células foram lavadas com PBS (phosphate
buffered saline) e o conteudo foi centrifugado a 2000 x g
por 5 mim trés vezes. O botdo celular resultante foi res-
suspendido em 4 mL de RPMI-1640 (Sigma®, Medium
RPMI 1640, USA). A concentragio celular foi determi-
nada por contagem em cidmara de Neubauer e a viabili-
dade celular pelo método de exclusio com azul Tripan. A
amostra foi diluida em meio RPMI-1640 para obtengio

da concentragio celular final necessédria para o cultivo.

Os linfécitos dos diferentes grupos foram cultiva-
dos em placas com fundo chato preto de 96 pocos em
meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10%
de soro fetal bovino e contendo penicilina 10.000Ul/
estreptomicina 10mg/L. Cada pogo continha um vo-
lume de 160pL de solugio contendo 5 x 10* células/
escavagdo, e mais: 20 pL/poc¢o do meio RPMI-1640 ou
20 pL/pogo do mitégeno Concanavalina A (ConA).
Entdo foram adicionados 20 pL/escavagio de Alamar
Blue (Thermo Fisher”, alamarBlue-DAL1025, USA)
e as placas foram mantidas a 37°C em atmosfera de
95% ar e 5% de CO, por 72 horas em incubadora de
cultivo (ShellLab®,2350T, USA). A determinag¢io da
porcentagem de reducdo do Alamar Blue foi realizada
por leitura fluorimétrica, com comprimento de onda
de excitagdo entre 530-560nm e comprimento de onda
de emissdo em 590nm pelo leitor multifuncional de
microplacas (Tecan® Infinite M 200, USA) apés 24, 48
e 72 horas do plaqueamento. Todas as andlises foram
realizadas em duplicata.

A anilise estatistica foi iniciada por meio da nor-
malidade dos dados (Shapiro Wilk), seguida de andlise
descritiva de medidas de tendéncia central (média e
desvio padrdo) e frequéncia (%) na caracterizagio da
amostra. Para verificar o efeito das sessoes e as varidveis
hemodinamicas, de percep¢ao de esforgo e fisioldgicas,
foi realizada andlise de varidncia de duas vias para me-
didas repetidas (ANOVA rwo-way). Todas as anilises
foram realizadas no SPSS® para Windows®, versio
20.0, sendo considerado relevante um p<0,05 e os gra-
ficos plotados no software GraphPad” Prisma versio
6.01 para Windows".

Resultados

Foram convidados a participar da pesquisa 79 adultos
de ambos os sexos participantes da primeira fase do
projeto e apenas 10 aceitaram participar da fase expe-
rimental. A principal causa de recusa foi a indisponi-
bilidade para realizar as sessdes de exercicios nos dias e
horérios propostos. As caracteristicas antropométricas
e de NAF da amostra (n = 10) estdo descritas na Tabela
1. Com base no recrutamento proposto no estudo, a
maior prevaléncia foi do sexo feminino, e ndo houve
perdas amostrais durante a execugdo do estudo. Obser-
vou-se pela classificagdo do IMC?® que todos se encon-
travam dentro da faixa de peso normal. Com relagio ao
NAEF, todos os sujeitos de estudo foram classificados
como moderadamente ativos’.
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Tabela 1 - Caracteristicas descritivas dos participantes da pesquisa (n = 10).

Caracteristicas Meédia + Desvio Padrio
Idade (anos) 23,50 + 3,43
Mulheres, n (%) 07 (70%)
Massa Corporal (kg) 62,50 £ 9,92
Estatura (cm) 168,00 + 8,11
IMC (kg/m?) 22,05 = 3,43
Minutos por semana de AF (min) 90,50 + 24,09
METs (min/sem) 1250,30 + 584,08

IMC = indice de massa corporal; AF = atividade fisica; METs =

equivalentes metabdlicos.
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As varidveis coletadas durante as sessdes de exer-
cicio como FC atingidas, pressio arterial, poténcia
em Watts da bicicleta e percepgio subjetiva de esforco
muscular e respiratério, estdo reportadas na Figura 1.
Na varidvel FC encontramos diferenca significativa en-
tre os valores atingidos nos tempos de inicio, exercicio e
recuperacio. Houve diferenca significativa entre as mé-
dias de FC atingidas nas duas sessoes, sendo maiores
no exercicio vigoroso, todos os participantes se encon-
traram nas faixas de FC propostas durante as sessoes.
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Figura 1- Efeitos da intensidade do exercicio fisico nas respostas hemodinimicas e nas escalas auto avaliativas do esforgo durante as intervengdes

Valores representados por médias. (A) Média das frequéncias cardiacas; (B) Média das poténcias em Watts; (C) e (D) Médias da pressio arte-
rial sistolica e diastélica durante as sessdes; (E) e (F) Escala de percepgio de esforgo respiratério e muscular de Borg. *p < 0,05 na comparagio
com o baseline e entre as intensidades. FC = frequéncia cardiaca; FCr = frequéncia cardiaca de reserva; PAS = pressio arterial sistélica, PAD =

pressio arterial diastélica.
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Figura 2 — Resposta proliferativa linfocitdria as diferentes intensidades de exercicio fisico.

(A) Proliferagdo linfocitdria absoluta em termos de porcentagem de redugdo do Alamar Blue®, nos tempos baseline, 24h, 48h e 72h apos as
sessoes de exercicio fisico. (B) Delta da variagio percentual da proliferagio linfocitdria basal apds as sessdes de intensidade moderada e vigoro-
sa. *p < 0,05 na comparagio com o baseline e entre as intensidades. AB = Alamar Blue; FCr = frequéncia cardiaca de reserva.

Naio houve diferenca significativa nos valores da pres-
sdo arterial diast6lica (PAD), pressio arterial sist6lica
(PAS) e nas escalas subjetivas de Borg de esfor¢o na
comparagio entre as sessdes de exercicio fisico.

A Figura 2 apresenta a proliferacio linfocitdria.
Nio houve diferenca significativa na prolifera¢io nos
tempos de 24h, 48h e 72h quando comparados na
mesma sessdo. Pelo delta de variagdo da proliferagio
linfocitdria, a sessdo de exercicio de intensidade mode-
rada mostrou um aumento significativo de proliferagio
de 42,2% (p = 0,001), 36,9% (p = 0,011) e 30,8% (p
= 0,01) para os tempos 24h, 48h e 72 horas, respecti-
vamente, quando comparada com a prolifera¢io basal.
Na sessdo de exercicio vigoroso houve uma diminui¢ao
significativa de 21,9% (p = 0,011), 37,5% (p = 0,01) e
27,6% (p = 0,005) na proliferagdo linfocitdria basal. Na
comparagio entre as duas intensidades, hd uma dife-
renga percentual de proliferagio de 64,1% em 24h (p =
0,0001), 74,3% em 48h (p = 0,0001) e 58,5% em 72h
(p = 0,002) sendo que na sessio de intensidade vigorosa
houve menor proliferacio linfocitdria que na sessio de
atividade moderada.

Discussio

No presente estudo, investigou-se como o exercicio
fisico de intensidades moderada e vigorosa afetam
agudamente a capacidade proliferativa linfocitdria de
adultos. Apés uma sessio de intensidade vigorosa foi
observada uma diminui¢io significativa na respos-
ta proliferativa, quando comparada a resposta basal e
ao exercicio de intensidade moderada. Ja na sessio de

exercicio moderado, sob as mesmas condi¢des, obser-
vou-se um aumento significativo na prolifera¢io dos
linfécitos. Estes dados sugerem que a resposta prolife-
rativa ao exercicio agudo é dependente da intensidade
em que ele € realizado.

O perfil de resposta encontrado ¢ correspondente a
curva de resposta imune ao exercicio fisico’, sendo que
a resposta proliferativa linfocitdria pode ser um dos res-
ponsaveis pelo formato de “/” da curva, com piora na
fungdo imune em intensidade mais elevadas®’. Isso é cor-
roborado pela descri¢do de maior suscetibilidade a infec-
¢bes virais apds exercicios extenuantes'® como maratonas
e triatlos'®® ja que os linfécitos, tem um papel central na
resposta imune a antigenos, especialmente virais*.

Conforme meta-anilise, a diminuigdo da prolifera-
¢do linfocitdria apds a pratica de exercicio de alta in-
tensidade é bem documentada’. Os possiveis mecanis-
mos envolvidos sio a a¢do da epinefrina e do cortisol™.
Pela atividade estressora do exercicio e a lesdo muscular
provocada, hd um aumento dos niveis de epinefrina e
cortisol no organismo?. A epinefrina tem ag¢do sobre
receptores beta-adrenérgicos, diminuindo a secrecio
de interleucina 2 (IL-2) e a expressio de receptores
de IL-2, os quais sdo fundamentais para a expansio e
crescimento das populagdes linfocitdrias®. O cortisol
também parece inibir a prolifera¢do por agio direta na
célula linfocitaria e por inibi¢do de IL-2"2'. Além dis-
so, pode haver um mecanismo adicional decorrente da
acdo da epinefrina e do cortisol sobre os mondcitos,
que diminuiria a expressdo do complexo major de his-
tocompatibilidade (CMH) de classe II e sua atuagio
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como célula apresentadora de antigeno, bem como sua
incitagdo 4 proliferagdo linfocitdria®.

O aumento da proliferagio linfocitiria apds exer-
cicios leves e moderados também é documentado em
pesquisas com modelos animais e envolvendo indivi-

duos saudaveis®2

, porém os mecanismos que levariam
a esse aumento ainda nio estio bem esclarecidos*.
Acredita-se que tenha relagdo com a menor dose de
cortisol e epinefrina gerados, com o aumento da pro-
dugdo de IL-4 e alteragdes no metabolismo de glucose
e glutamina de linfécitos T#.

Como limitagées temos a disparidade entre homens
e mulheres, uma vez que estas voluntariamente se dis-
puseram a participar. A alta suscetibilidade da célula
linfocitdria a pequenas mudangas no perfil inflamaté-
rio do individuo que no puderam ser excluidas. O nio
controle do consumo de alimentos, hidrata¢io e con-
sumo de cafeina dos participantes, bem como doencas
cronicas e sazonais nio relatadas ou pouco evidentes.
Ademais, destacamos a limitagdo quanto a férmula uti-
lizada para estimar as zonas de treinamento.

Sumarizando, o presente estudo encontrou que ha
uma associa¢do entre a intensidade do exercicio e proli-
feragdo linfocitdria. Em exercicio de maior intensidade
houve a diminui¢do da resposta proliferativa linfoci-
tiria, enquanto exercicios de intensidade moderada
cursaram com um aumento da resposta proliferativa de
adultos. A partir dos resultados encontrados, a prati-
ca de exercicios vigorosos pode ter um efeito deletério
transitério para o funcionamento do sistema imune e
gerar uma propensio a infecgdes. Jd a intensidade mo-
derada pode se mostrar benéfica ao sistema imune, com
aumento aproximado de 35% da proliferacdo linfoci-
taria basal, sugerindo um beneficio maior na pritica e
prescricdo de tal intensidade.
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