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RESUMO: Com o objetivo de verificar os efeitos do exercicio fisico intenso sobre os leucdcitos
circulantes, ratos machos da linhagem Wistar foram distribuidos em 2 grupos de acordo com o nivel de
atividade fisica: controle (C) e treinado (T). Durante 6 semanas os animais do grupo T realizaram um
treinamento fisico que consistiu na realizagdo de 4 séries de 10 saltos/dia em piscina, suportando sobrecarga
equivalente a 50% da massa corporal. Ao final do periodo experimental, amostras de sangue foram coletadas
da extremidade distal da cauda dos animais para a contagem total e diferencial dos leucdcitos. O treinamento
fisico ndo resultou em diferengas no nimero total de leucocitos, e nas quantidades relativas de monocitos,
eosinofilos e basofilos. O grupo treinado apresentou uma diminuigéo dos neutrofilos e um aumento dos linfocitos.
Tais resultados permitem concluir que o esquema de treinamento fisico de alta intensidade proposto tem a
capacidade de alterar as sub-populagdes de leucdcitos circulantes favorecendo a resposta imunoldgica.
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INTRODUCAO

O exercicio fisico tem sido apontado por
alguns autores como um fator para a promog¢ao de
bem estar e satde aos seus praticantes, contribuindo
de maneira favoravel para o sistema imune, sendo
em muitos casos indicado como ferramenta de
combate as doengas e/ou fatores geradores de
comprometimentos organicos (ASTRAND, 1991;
SHARKEY, 1998). Individuos que praticam atividades
fisicas regularmente, principalmente de carater
aerobio de leve/moderada intensidade, tém menor
susceptibilidade as infec¢cdes quando comparados
com pessoas sedentarias. As respostas imunologicas
a este tipo de estimulo podem refletir em alteragdes
das sub-populacdes das células brancas do sangue,
indicando favorecimentos do sistema imune pela agao
do treinamento. Tais adapta¢gdes podem ser
observadas pela detec¢do de um maior numero de
alguns tipos de leucdcitos, como por exemplo dos
linfocitos, e podem ser decisivas para a performance
do organismo (NIEMAN, 1994).

Por outro lado, quando realizado de forma
inadequada, o exercicio fisico pode resultar em
comprometimentos da satde, culminando em um
quadro de “overtraining” e/ou estresse (SELYE, 1965;
TABATA et al., 1991; WATANABE et al., 1991;
SOTHMANN; HART; HORN, 1992; AZEVEDO,

1994; WITTERT et al., 1996). O “overtraining” ¢é
um processo de treinamento excessivo observado em
alguns atletas, e que pode levar a cansaco cronico,
queda de desempenho, alteragdes no humor, fraqueza
geral, e infec¢des, principalmente da por¢éo superior
do sistema respiratorio (FITZGERALD, 1991; FRY;
MORTON; KEAST, 1991; LEHMANN; FOSTER;
KEUL, 1993; MACKINNON et al., 1997). Este
quadro decorrente de excessos fisicos tem grande
relacdo com a presenca de estresse, e gera alteragdes
do perfil metabolico geral e das secreg¢des hormonais
no organismo exercitado. Além dos sintomas
supracitados, a presenca de overtraining e/ou estresse
pode ser detectada por reducdo do peso corporal,
prejudicando o crescimento, e pela observagdo de
mudangas no perfil imunolégico com declinio do
namero total e/ou alteragdes das sub-populagdes de
leucocitos na corrente sangiiinea.

Conquanto os efeitos do treinamento fisico
sobre parametros relacionados ao estresse e
“overtraining” venham sendo estudados, tanto em
modelos com humanos, quanto com animais de
laboratério, o nimero de trabalhos acerca dos efeitos
de exercicios fisicos mais intensos sobre as respostas
imunoldgicas em animais tem sido reduzido. Além
disso, a observagdo de adaptagdes positivas a este
tipo de atividade em animais, pode indicar novas

possibilidades para um melhor entendimento sobre o
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organismo exercitado, facilitando a compreensio de
possiveis adapta¢gdes imunologicas em seres
humanos.

Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos do exercicio fisico de alta intensidade
sobre parametros relacionados ao sistema

imunologico em ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais e grupos experimentais

Para o desenvolvimento deste estudo foram
utilizados ratos machos jovens (aproximadamente 60
dias) Wistar (Rattus Norvegicus albinus, Wistar).
Os animais provenientes do Biotério Central da
UNESP - Botucatu foram mantidos no Biotério do
Laboratério de Biodinamica do Departamento de
Educacéo Fisica do Instituto de Biociéncias - UNESP
- Rio Claro. Os ratos foram alimentados com rac¢éo
balanceada padrio para roedores — Labina (Purina)
- e agua “ad libitum” e distribuidos em gaiolas
coletivas (com 5 ratos por gaiola) a temperatura
ambiente controlada de 25°C e fotoperiodo de 12h
claro/12h escuro (7:00/19:00h).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente
nos seguintes grupos experimentais:

CONTROLE (C): Animais mantidos sem

realizag@o de exercicio fisico por 6 semanas.

TREINADO (T): Animais submetidos a 6

semanas de treinamento fisico intenso.

Treinamento Fisico

Apds um periodo de adaptagio ao meio liquido
(1 hora de natag@o por dia durante 2 dias sem utilizagdo
de carga), os animais do grupo T realizaram um
programa de atividade fisica que constituiu de saltos
em tanque com agua, com sobrecarga equivalente a
50% do peso corporal de cada animal. A referida carga
de trabalho constituiu-se de blocos de chumbo fundido,
fixados com fitas de velcro na regido anterior do tronco
dos ratos. A sessdo de treinamento consistiu na
realizacdo de 4 séries de 10 saltos com 1 minuto de
intervalo entre as séries. Foram feitas 5 sessdes
semanais de treinamento durante 6 semanas.

A temperatura da agua foi mantida entre
30°C e 32°C por ser considerada termicamente neutra
em relagdo a temperatura corporal do rato
(AZEVEDO, 1994).

Os saltos foram realizados em um tubo de
PVC (poli vinil cloro) com 250mm de didmetro (Figura
1), visando limitar a alternativa do animal em seguir
para outra direc¢do, favorecendo dessa forma o salto.
O tubo com fundo vazado foi colocado em tanques
de amianto com 100 cm de comprimento, 70 cm de
largura, com agua numa profundidade correspondente

a 150% do comprimento corporal do rato.
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Parametros avaliados durante o treinamento
Durante o periodo de treinamento foi feito o
acompanhamento do peso corporal, comprimento

corporal e ingestao alimentar semanalmente.

Parametros sangiiineos: coleta do material e
contagem dos leucocitos

Ao final do periodo experimental de 6
semanas os animais foram mantidos em repouso por
24 horas em relagdo a tltima sessdo de exercicio e
sem jejum prévio para coleta de sangue.

Foram feitas coletas de 2 amostras do sangue
a partir de um corte na extremidade distal da cauda
de cada animal. Uma das amostras foi obtida com
pipeta especifica para globulos brancos completada
e diluida em solugéo de Turk. Apods alguns minutos
de agitag@o, a solucdo foi gotejada em camara de
Neubauer para contagem do numero total de
leucdcitos em microscopio. A outra amostra de sangue
foi depositada em lamina, sendo imediatamente feito
o esfregaco da mesma, e submetida a coloragdo com
corante de Leishman. Apds lavadas com agua
destilada, e secadas por 24 horas, as laminas foram
analisadas em microscdpio de luz para a diferenciacdo

das células brancas do sangue (LIMA et al., 1977).

Analise estatistica

Os resultados referentes ao peso,

comprimento corporal e ingestdo alimentar foram
analisados por ANOVA para medidas repetidas e teste
post-hoc de Bonferroni. Os valores da contagem total
e diferencial dos leucocitos foram avaliados por teste
t-Student para amostras independentes, com nivel de

significancia pré-fixado em 5%.

RESULTADOS

Parametros avaliados durante o treinamento

No decorrer das 6 semanas de experimento
os animais dos grupos controle (C) e treinado (T)
apresentaram um aumento significativo do peso
corporal (Tabela 1). Tal fato foi observado a partir
da 2* semana de estudo, apresentando a partir dai,
incrementos semanais até a 6° semana. Contudo, nédo
foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre o peso corporal dos grupos Ce T.
Os animais de ambos os grupos apresentaram
aumento do comprimento corporal na 1* e 3* semanas
de estudo (Tabela 1). Entretanto, como observado
em relagfo ao peso corporal, ndo foram encontradas
diferencas pelo efeito do treinamento.

A tabela 2 mostra que a partir da 2* e 3?
semanas, os animais dos grupos treinado e controle
respectivamente, apresentaram um aumento do
consumo alimentar em relagéo aos valores do inicio

do estudo (p<0,05). A partir da 2* semana os animais
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do grupo T apresentaram uma maior ingestao

alimentar que C.

Parametros relacionados ao sistema imune

Nas tabelas 3 e 4, respectivamente, estdo
apresentados os valores referentes ao niimero total
e as sub-populagdes dos leucocitos de ratos Wistar
ao final das 6 semanas do periodo experimental.

O namero total de leucocitos, e as
quantidades absoluta e relativa de eosinoéfilos,
basofilos e mondcitos ndo diferiram entre os animais
dos grupos controle e treinado. Os neutrofilos
circulantes sofreram uma significativa reducdo pela
acdo do treinamento fisico (absoluto: p<0,02; relativo:
p<0,07). Os animais do grupo treinado apresentaram
significativo aumento dos niveis de linfécitos quando
comparados aos animais do grupo controle (p<0,04)
(Tabela 4).

A razdo neutréfilos/linfocitos do grupo
treinado foi significativamente menor no grupo

treinado (Tabela 5).

DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos os efeitos da
realizag@o cronica de um protocolo de exercicio fisico
de alta intensidade sobre o niimero total e sobre as

sub-popula¢des dos leucocitos circulantes em ratos.

A pratica regular de atividade fisica, como dito
anteriormente, pode contribuir para a melhoria da
qualidade de vida e saude de seus praticantes,
favorecendo o sistema imune, e promovendo aumento
da resisténcia a doencas e infec¢des. Em outra
diregdo, a inadequacdo da atividade, seja quanto ao
tipo, duracdo e/ou intensidade pode agir negativamente
sobre o organismo exercitado, resultando em prejuizos
e comprometimentos de diversas fungdes e sistemas
organicos. O modelo de treinamento fisico utilizado
neste estudo tem sido foco de interesse de pesquisas
que analisaram diferentes aspectos organicos,
principalmente no que diz respeito aos efeitos deste
tipo de atividade sobre as secre¢des hormonais e o
acimulo e utilizagdo das reservas energéticas em
diferentes orgaos e tecidos (ROGATTO;
LUCIANO, 2000, 2001a,2001b, 2001c). Tais estudos
tém constatado que os animais exercitados sofrem
adaptagdes metabdlicas positivas, o que pode
contribuir com a melhoria do desempenho fisico.
Contudo, estudos relacionando exercicios fisicos
intensos e adaptagdes do sistema imune a este tipo
de estimulo ainda so raros e contraditorios.
Alteracdes das sub-populagdes das células
brancas do tecido sangiiineo podem indicar
favorecimentos ou prejuizos decorrentes da agdo do

treinamento fisico, através da observagdo de

aumentos ou diminui¢des do numero absoluto e/ou

Perfil leucocitario de ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) submetidos ao exercicio resistido cronico. Biosci J., v.18, n. 1,

p. 51-63, june 2002

55



ROGATTO, G. P.; LUCIANGO, E.

relativo de alguns tipos de leucdcitos. Em nosso
estudo, os animais do grupo submetido a 6 semanas
de treinamento ndo apresentaram diferengas
significativas quanto ao nimero total de leucdcitos,
quando comparados aos ratos do grupo controle. Tal
resultado poderia indicar que a realizagéo cronica do
exercicio fisico ndo resulta em favorecimentos do
sistema imunolégico. Contudo, o fato de os animais
do grupo treinado ndo terem apresentado redug@o
nesta variavel indica que o modelo de treinamento
fisico utilizado ndo resultou em “overtraining”, o que
comprometeria algumas funcdes e capacidades
organicas. Tais resultados coincidem com os achados
de Gongalves; Luciano (1999), que se utilizaram de
um treinamento fisico de natagdo, de moderada
intensidade e longa duragdo e ndo encontraram efeitos
sobre o niimero total dessas células. Assim, como no
treinamento aerobio, animais submetidos ao protocolo
de exercicio fisico intenso, ndo sofreram adaptagdes
negativas, como a redugdo do numero total de
leucdcitos.

O fato dos eosindfilos absolutos e relativos
ndo terem diferido entre os animais controles e
treinados, reforga a idéia de que o treinamento fisico
ndo resultou em sobrecarga do organismo exercitado,
ja que a observagdo de maiores niveis deste tipo de
leucécito poderia indicar a ocorréncia de estresse ou

“overtraining” (MACKINNON et al., 1997). As

semelhangas das variaveis relativas ao crescimento
dos animais (peso e comprimento corporal), também
mostram que o treinamento fisico ndo surtiu efeitos
negativos sobre os animais pertencentes a este grupo,
ja que comprometimentos do crescimento e do
desenvolvimento podem estar relacionados a
incidéncia da sobrecarga resultante do treinamento
fisico.

A redugdo da quantidade absoluta e/ou
relativa dos neutrofilos encontrada no presente
trabalho pode estar relacionada ao tempo de
recuperagdo ou descanso em relag@o a ultima sessao
de exercicio fisico que os animais do grupo treinado
se encontravam no momento da coleta de sangue.
Sabe-se que durante a realizagdo do esforgo fisico,
os neutrofilos, assim como as demais células brancas
sangiiineas, tendem a migrar da circulagdo para os
tecidos periféricos (para promover a recuperagéo e/
ou combater agentes nocivos ao organismo). E
possivel que o periodo de tempo correspondente ao
momento da coleta de material ndo tenha sido
suficiente para o “completo restabelecimento” do
numero de neutrdfilos para a circulag@o sangiiinea.
Assim, seria interessante que em trabalhos futuros
fossem utilizados tempos de descanso superiores a
24 horas em relagdo a ultima sesséo de treinamento,
para excluir a possibilidade de os neutrofilos néo

retornarem completamente aos niveis de repouso.
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Embora alguns dos nossos resultados sugiram
que o treinamento fisico de alta intensidade utilizado
ndo modifica alguns pardmetros como o numero total
de leucocitos, o aumento do numero de linfocitos pode
representar uma melhora do sistema de defesa. Tal
fato pode contribuir para o combate a doengas e
tornar este grupo de animais menos susceptivel as
infec¢des. Alguns estudos tém proposto a utilizagao
da razdo neutréfilos/linfocitos como indicador de
estresse fisico em cavalos de corrida e humanos
(NIEMAN et al., 1995; WONG et al., 1992).
Contrariamente aos achados de Mackinnon et al.
(1997), onde nadadores de elite foram submetidos a
4 semanas de treinamento fisico intenso e
apresentaram aumento da razao neutrdfilos/linfocitos,
em nosso estudo observamos que os animais do grupo
treinado mostraram significativa reducdo desta
variavel apo6s 6 semanas de treinamento fisico. Este
resultado reforga a idéia que o modelo de treinamento
fisico utilizado atua sobre alguns tipos de leucocitos,
o que pode representar uma melhor resposta dos
animais ao estresse imposto pela realizagéo deste tipo

de atividade.

CONCLUSOES

A partir da analise dos resultados podemos
concluir que a pratica cronica do modelo de exercicio
fisico intenso ndo alterou o namero total de leucocitos,
bem como a quantidade absoluta e relativa dos
eosindfilos, o que indica que o treinamento fisico ndo
resultou em quadros de “overtraining” ou estresse
aos animais exercitados. A redugédo do nimero relativo
de neutréfilos pode dever-se a insuficiéncia do tempo
de recuperagdo em relacdo a ultima sessdo de
exercicio quanto ao retorno destas células do tecido
periférico para a circulagdo sangiiinea. O aumento
dos linfocitos circulantes e a redugdo da razdo
neutrofilos/linfocitos podem representar importantes
adaptacdes organicas a pratica cronica de exercicios

resistidos.
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ABSTRACT: The aim of the present study was to verify the effects of high intensity training on
leukocytes profile in rats. Male Wistar rats were distributed into 2 experimental groups according to the
physical activity level: control (C) and trained (T). During 6 weeks the rats of T group performed 4 sets of 10
jumps/day in a swimming pool supporting a load of 50% of body weight. At the end of the sixth week blood
samples were collected from distal extremity of its tails to total and differential leukocytes counting. Physical
training did not change the total leukocytes number, as well as relative monocytes, eosinophils and basophils.
The trained group showed significant reduction of neutrophils, and an increase of relative limphocytes. These
results led to conclude that high intensity training can change the circulant leukocytes subpopulation, favoring

immunological response (FAPESP / grant n® 00/01804-6).

UNITERMS: Physical training, Immune response, Overtraining.
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Figura 1: Instrumento para a realizagéo de saltos em piscina.

250mm

H,0 a
150% do
comprimento
corporal do
rato

Reproduzido, com autorizagdo de ROGATTO, G.P.; LUCIANO, E. Efeitos do treinamento fisico intenso sobre o metabolismo

de carboidratos. Rev. Bras. Ativ. Fis. Satide, Londrina, v. 6, n. 2, p. 39-46,2001.

TABELA 1

EVOLUCAO DO PESO (g) E DO COMPRIMENTO CORPORAL (cm) DOS ANIMAIS DOS
GRUPOS CONTROLE (C) E TREINADO (T) DURANTE O PERIODO EXPERIMENTAL.

Semanas
Inicio 2? 3? 4 5? 6"

Peso corporal C 165,9 = 2324+ 2716+ 290,3+ 331,6x 331,1%
35,9 38,0° 41,7 422 456" 46,10
T 162,6 + 2133+ 2556+ 2725+ 3103+ 3130+
24,1 34,2° 34,9%°  384%0C 42 70l 41 gMed

Comprimento corporal C 18,4 + 21,6 £ 22,3+ 21,8 £ 22,0 % 22,1 £

1,0 0,8" 0,9*° 1,1*P 1,2% 1,2%

T 18,8 + 214+ 222+ 21,6+ 218+ 219+

0,9 1,1° 1,1*° 0,9° 0,7*° 0,6*°

Diferencas estatisticamente significativas (p<0.05). a. # do inicio; b. # da 1* semana; ¢. # da 2* semana; d. # da 3*

s€émana.
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TABELA 2
EVOLUCAO DA INGESTAO ALIMENTAR (GRAMAS DE RACAO / 100G DE PESO CORPORAL)
DURANTE 24H, AO FINAL DE CADA UMA DAS 6 SEMANAS DO ESTUDO.

Semanas
la 221 33 421 Sa 621
Ingestdo alimentar C 21,6+0,6 223+08 251+1,5 284+1,8 293+0,6 30,3+0,6
a,b a,b,c a,b,c ab,c,d

T 225+1,5 24,8 £ 27,2+0,7 29,1+£0,8 304x06 314%0,5

1 la,x a,b,x a,b,c a,b,c,d,x a,b,c,d,x
9

Diferengas estatisticamente significativas (p<0.05). a. # da 1* semana; b. # da 2* semana; c. # da 3* semana; d. # da 4*

semana; X. # entre controle e treinado.

TABELA 3
NUMERO TOTAL DE LEUCOCITOS (X103/MM?*) DE RATOS CONTROLES (C) E TREINADOS
(T) APOS 6 SEMANAS DO PERIODO EXPERIMENTAL.

Controle Treinado
Leucocitos totais 13,8 £3,5 124+19
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TABELA 4
NUMERO ABSOLUTO (x10*/mm’) E RELATIVO (%) DE LEUCOCITOS DE RATOS CONTROLES
(C) E TREINADOS (T) APOS 6 SEMANAS DO PERIODO EXPERIMENTAL.

x10”/mm’ %

Neutrofilos C 5,74 + 2,01 41,3+£84

T 3,84+0,78 * 31,3%5,7 **
Eosinofilos C 0,61 0,49 4,1 £2,8

T 0,35+0,43 2,7+3,0
Linfécitos C 5,32+ 1,87 38,8+ 11,0

T 5,86+ 1,01 47,4 £5,3 #**
Basofilos C 0£0 0£0

T 0+0 0£0
Monécitos C 2,17 £0,82 15,8 +5,2

T 2,13+1,04 16,8 £ 6,6

*p<0,02. ** p<0,007. *** p<0,04. (C vs. T).
TABELA 5

RAZAO NEUTROFILOS/LINFOCITOS (x10?%/mm?) DOS ANIMAIS CONTROLES E TREINADOS
APOS 6 SEMANAS DE EXPERIMENTO.

Controle Treinado
Razio neutrofilos/linfocitos 1,29 £ 0,92 0,67 £0,14 *

* p<0,05.
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