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HSPC Células-tronco hematopoiéticas e progenitoras
MALT Tecido linfoide associado as mucosas
TCR Receptor de células T
HSC Células-tronco hematopoiéticas
G-CSF Fator estimulador de colénias de granuldcitos
SCF Fator de Células-Tronco

Resumo

O estudo investigou os efeitos do treinamento fisico aerébio de intensidade moderada sobre a
resposta imunolégica em camundongos C57BL/6, com foco nos orgaos linfoides primarios e
secundarios. O objetivo foi avaliar como o exercicio influencia a resposta imunolégica celular e
humoral sistémica. A metodologia incluiu a adaptacdo de camundongos a uma esteira, seguida
por um protocolo de treinamento de quatro semanas, com analises de hemograma e citocinas.
Os resultados mostraram uma modulacdo imunoldgica significativa, caracterizada por reducéo
de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1B e TNF-a) e aumento de mediadores anti-inflamatérios (IL-
1RA e IL-10), sem ativacdo exacerbada das vias Thl, Th2 ou Th17. A conclusdo aponta que o
treinamento fisico promove um perfil imunoldgico anti-inflamatério e regulatério, sugerindo seu
potencial como uma intervencdo ndo farmacolégica na promoc¢do da saude e prevencéo de

doencas inflamatorias.
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Abstract

The study investigated the effects of moderate-intensity aerobic exercise on the immune
response in C57BL/6 mice, focusing on primary and secondary lymphoid organs. The objective
was to evaluate how exercise influences systemic cellular and humoral immune responses. The
methodology included acclimating mice to a treadmill, followed by a four-week training protocol,
with analyses of complete blood counts and cytokines. Results showed significant immune
modulation, characterized by reduced pro-inflammatory cytokines (IL-18 and TNF-a) and
increased anti-inflammatory mediators (IL-1RA and IL-10), without exacerbated activation of
Thl, Th2, or Thl7 pathways. The conclusion indicates that physical training promotes an anti-
inflammatory and regulatory immune profile, suggesting its potential as a non-pharmacological

intervention for health promotion and prevention of inflammatory diseases.
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1. Introducéao

1.1. O Sistema Imunologico

O sistema imunoldgico é definido como uma rede complexa e integrada
de células, tecidos e moléculas soluveis que evoluiu para proteger o
hospedeiro contra uma vasta gama de patdgenos infecciosos e toxinas
ambientais (1). A sua funcdo primordial € a manutencdo da homeostase
biolégica através da distingdo precisa entre 0os componentes proprios do
organismo ("self") e os agentes estranhos ou ameacadores ("non-self") (2).
Além da defesa antimicrobiana, este sistema desempenha um papel
fundamental na vigilancia imunolégica, identificando e eliminando células
hospedeiras alteradas, como as células neoplasicas (3). Recentemente,
reconheceu-se que o sistema imune também é essencial para o reparo tecidual

e para a regulacdo de processos metabdlicos sistémicos (4).

Estruturalmente, o sistema imunoldgico é dividido em duas linhagens
funcionais: a imunidade inata e a imunidade adaptativa (5). A imunidade inata
constitui a primeira linha de defesa, caracterizando-se por uma resposta rapida,
porém com especificidade limitada, utilizando barreiras fisicas, proteinas
plasmaticas e células como macréfagos e neutréfilos (6). Em contrapartida, a
imunidade adaptativa é mediada por linfocitos T e B, apresentando alta
especificidade antigénica e a capacidade de gerar memdéria imunoldgica (7).
Esta memoéria permite que o organismo responda de forma mais célere e

vigorosa a exposi¢des subsequentes ao mesmo antigeno (8).

A organizacdo anatbmica do sistema imune baseia-se nos 0rgaos

linfoides (9). Os 6rgéaos linfoides primarios, que compreendem a medula 6ssea



e o0 timo, sdo os locais onde ocorre a produgcdo e a maturacao inicial das
células imunes (10). J& os orgéos linfoides secundéarios, como os linfonodos, o
baco e os tecidos linfoides associados as mucosas, fornecem o ambiente
especializado onde as células imunes interagem com 0s antigenos para iniciar
as respostas adaptativas (11). A coordenagdo entre estes componentes
celulares e estruturais garante a robustez e a plasticidade necessérias para a

sobrevivéncia do hospedeiro frente aos desafios imunolégicos (12).
1.2. Os Orgéos Linfoides

O sistema imunoldgico humano é sustentado por uma rede organizada
de orgdos linfoides, que fornecem o microambiente necessario para o
desenvolvimento, maturacdo e ativacdo das células de defesa (13). Esses
orgdos sédo classificados em primarios e secundarios, uma distingdo baseada
em suas funcgdes especificas na vida biologica dos linfécitos (14). Enquanto os
orgaos primarios focam na geracédo do repertério imune, os secundarios sdo 0s
locais onde as respostas imunes adaptativas sao orguestradas (15). A
integridade estrutural desses tecidos é fundamental para a vigilancia

imunoldgica eficiente e para a manutencédo da homeostase do hospedeiro (16).
1.2.1. Os Orgé&os Linfoides Primarios

Os o6rgaos linfoides primarios, também conhecidos como 0Orgaos
centrais, compreendem a medula 6ssea e o timo (17). Sua funcéo primordial é
a linfopoiese, processo que envolve a producéo de linfécitos a partir de células-
tronco hematopoiéticas e sua maturacao funcional (18). A constituicdo béasica

desses 6rgaos inclui um estroma especializado, composto por células epiteliais,



fibroblastos e uma matriz extracelular que fornece sinais quimicos cruciais para

a diferenciacao celular (19).

A medula 6ssea é o local onde ocorre a hematopoiese sistémica e a
maturacdo completa dos linfocitos B (20). Ela € constituida por nichos
vasculares e endosteais que regulam a proliferacdo de progenitores e a
selecdo de células B que ndo reagem contra o préprio organismo (21). J4 o
timo € o orgao especializado na educacao das células T (22). Sua estrutura é
dividida em cortex e medula, onde timécitos interagem com células epiteliais
timicas para passar pelos processos de selecdo positiva e negativa (23). Este
ambiente garante que apenas linfocitos T funcionais e autotolerantes sejam

liberados na circulacao periférica (24).
1.2.2. Os Orgé&os Linfoides Secundarios

Os orgéos linfoides secundarios, ou periféricos, incluem os linfonodos, o
baco e os tecidos linfoides associados as mucosas (MALT), como as
amigdalas e as placas de Peyer (25). A principal funcdo desses 6Orgdos é
capturar antigenos provenientes dos tecidos ou do sangue, facilitando o
encontro entre antigenos e linfocitos virgens (26). A constituicdo desses tecidos
€ altamente organizada em zonas distintas para células T e células B,
permitindo interagdes celulares otimizadas para a producdo de anticorpos e

ativagado citotoxica (27).

Os linfonodos atuam como filtros biol6gicos para a linfa, drenando fluidos
dos tecidos intersticiais e monitorando a presenca de patdgenos através de
macréfagos e células dendriticas (28). O baco, por sua vez, desempenha uma

func@o analoga para o compartimento sanguineo, sendo composto pela polpa



branca, rica em linfocitos, e pela polpa vermelha, responsavel pela remocao de
hemécias senescentes (29). O MALT protege as superficies mucosas expostas
ao ambiente externo, apresentando uma estrutura menos encapsulada, mas
altamente eficiente na indugdo de respostas imunes locais (30). Em todos
esses oOrgdos, a formacdo de centros germinativos é essencial para a
maturacdo da afinidade dos anticorpos e a geracdo de células de memoria

(31).
1.3. Exercicio Fisico e Sistema Imunolégico

O sistema imunoldgico € uma rede complexa cujas funcbes sao
moduladas de forma dindmica pela pratica regular de exercicios fisicos (32). No
centro dessa regulacdo estao os 6rgaos linféides primarios, nomeadamente o
timo e a medula éssea, que atuam como 0s principais locais de linfopoiese
(33). O exercicio fisico € capaz de influenciar o microambiente desses tecidos,
alterando tanto a producdo quanto a exportacdo de células imunes para a
periferia (34). Estudos conduzidos em humanos e modelos animais sugerem
que a atividade fisica pode atuar como um agente rejuvenescedor para o

sistema imune (35).

O timo é o 6rgao essencial para a maturagao, diferenciacdo e selecao do
repertdrio de linfécitos T (36). Um dos maiores desafios da imunologia moderna
€ a involucdo timica associada a idade, que resulta na substituicdo do tecido
epitelial por gordura e na reducdo da saida de ceélulas T virgens (37).
Pesquisas em modelos de ratos demonstram que 0 exercicio aerébico cronico
€ capaz de mitigar esse processo, preservando a celularidade e a arquitetura
do parénquima timico (38). Em humanos, evidéncias robustas indicam que

ciclistas master, que realizam exercicio fisico aerdbico mantém niveis de



interleucina-7 (IL-7) e uma massa timica superiores aos de individuos
sedentarios da mesma faixa etaria (39). Além disso, protocolos de treinamento
de alta intensidade tém demonstrado modular a expressdo de genes

reguladores do apoptose no ambiente timico (40).

Diferentemente do timo, a medula o0ssea funciona como o nicho
hematopoiético central, sendo responsavel pela producao de linfécitos B e de
todos os progenitores mieloide e linfoide (41). O exercicio agudo promove uma
mobilizacdo imediata de células-tronco e progenitoras hematopoiéticas
(HSPCs) da medula para o sangue periférico (42). Esse recrutamento €
mediado por alteracbes hemodinamicas e pela ativacdo do sistema nervoso
simpatico, que altera a sinalizacdo de quimiocinas no nicho medular (43). O
treinamento fisico continuo, ou seja, o exercicio fisico aerébico sem intervalos,
também parece otimizar o nicho de células B, prevenindo o declinio funcional
das células precursoras que ocorre naturalmente com o envelhecimento (44).
Em modelos de camundongos, o exercicio aerdbico foi associado a um
aumento na diferenciacdo de progenitores linfoides comuns, sugerindo uma

medula éssea mais eficiente (45).

A distincdo entre os efeitos adaptativos no timo e na medula 6ssea é
fundamental para compreender a imunossenescéncia e a resposta imunologica
ao estresse (46). Enquanto o timo responde predominantemente através da
manutencdo da producdo de novas células T para garantir a diversidade
imunoldgica, a medula 6ssea apresenta uma dindmica de mobilizacdo celular
rapida em resposta ao esforgco (47). A intensidade, o volume e o tipo de
exercicio realizado sdo determinantes criticos para a magnitude dessas

adaptacdes teciduais (48). Em Ultima analise, o exercicio fisico estabelece-se



como uma intervencdo ndo farmacoldgica capaz de fortalecer as bases

estruturais da imunidade sistémica (49).

A atividade fisica € um modulador sistémico da homeostase imune e,
além de alterar o trafego e a funcéo de leucdcitos periféricos, pode influenciar
diretamente a “producao” de novas células imunes ao atuar sobre os érgédos
linféides primarios: o timo e a medula Ossea. [50,51]. Esses dois
compartimentos sdo funcionalmente complementares, pois a medula 0ssea
sustenta a hematopoiese e gera progenitores linfoides e mieloides, enquanto o
timo oferece um microambiente epitelial especializado para a maturacédo e
selecéo de linfécitos T, garantindo tolerancia central e diversidade do repertorio
de receptores de células T (TCR). [50,52]. Com o envelhecimento, ocorre
involucéo timica progressiva, com reducao da producao de linfécitos T naive e
impacto sobre diversidade imunolégica, fenbmenos fortemente ligados a
imunossenescéncia e ao aumento de vulnerabilidade a infeccdes e pior

resposta vacinal. [53].

No timo, os efeitos do exercicio sdo melhores descritos como
preservacao funcional indireta e modulacdo de marcadores de “output timico”,
mais do que como reversao anatbmica robusta da involugdo em todos os
modelos e intensidades. [54,55]. Em adultos mais velhos com histérico de
atividade fisica intensa ao longo da vida (p.ex., ciclistas master) apresentam
maior frequéncia de células T naive e de recentes emigrantes timicos em
comparacao a pares sedentarios, sugerindo manutengao superior da produgéo
timica (ou de seus correlatos) no contexto de envelhecimento. [54]. Essas
diferencas associam-se a um perfil sistémico mais favoravel ao timo (p.ex.,

menor IL-6 e maior IL-7 circulante no grupo fisicamente ativo), coerente com a



nogcdo de que fatores inflamatérios e enddcrino-metabolicos modulam o
microambiente timico e sua eficiéncia de timopoiese. [54,53]. Em contrapartida,
em camundongos idosos submetidos a treinamento moderado em esteira por
meses, observou-se melhora do balan¢o naive:memoria em compartimentos
periféricos (p.ex., baco), porém com pouca ou nenhuma reversdo de medidas
intratimicas, indicando que parte do “beneficio T” do exercicio pode ocorrer
também por mecanismos extratimicos (redistribuicdo, remocdo seletiva ou
dindmica periférica de subpopulacdes). [56]. Na medula 6ssea, 0 exercicio atua
sobre um eixo mecanobiolégico—neuroimune—endocrino que alcanca
diretamente o nicho hematopoético, composto por células estromais,
endoteliais, osteolineares e sinais locais que regulam quiescéncia,
autorrenovacao, diferenciacdo e migracao de células-tronco hematopoiéticas e
células-tronco hematopoiéticas e progenitoras (HSC/HSPC). [52,57]. Em
camundongos mostram que o treinamento de endurance pode aumentar
expressivamente o conteddo medular e a mobilizagcdo de células-
tronco/progenitoras hematopoéticas, reduzir adiposidade da cavidade medular
e elevar a expressdo de citocinas hematopoéticas associadas ao exercicio,
indicando remodelamento do nicho em direcdo a um estado mais
hematopoieticamente “produtivo”. [58]. Além disso, treinamento fisico em
camundongos foi capaz de expandir a quantidade de células-tronco
hematopoéticas (HSC) em nichos especificos e modificar paradmetros
funcionais avaliados por transplante de medula Ossea, sustentando que
adaptacgdes induzidas por exercicio podem afetar tanto “quantidade” quanto

“qualidade” do compartimento hematopoético. [59].



Em um contexto de agressaol/terapia, a pré-condicdo por exercicio em
receptores aumentou sobrevida e reconstituicdo hematologica pos-transplante,
associando-se a maior sobrevivéncia celular medular e melhor desempenho do
microambiente apos o procedimento. [60]. Em humanos, uma Unica sesséo de
exercicio dindmico vigoroso mobiliza CD34+ para o sangue periférico,
fenbmeno relevante tanto para a fisiologia do trafego de progenitores quanto
para potenciais aplicacbes translacionais em coleta de HSC, com participacdo
provavel de sinais hemodindmicos, fator estimulador de colbnias de
granulécitos (G-CSF) e via PB2-adrenérgica. [61]. De forma convergente,
revisbes mecanisticas descrevem que a mobilizacdo por exercicio envolve
sinais do nicho (p.ex., células estromais/osteoblastos, fator de células-tronco
(SCF), fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF) e noradrenalina
simpatica) e tende a aumentar com maior intensidade relativa do esforgo. [62].
Ainda, a atividade fisica aerdbica pode alterar componentes estromais do
nicho, como células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea,
aumentando sua abundancia e favorecendo potencial osteogénico em modelos
experimentais, o que é consistente com um nicho mais “osteogénico/menos
adipogénico” e, em paralelo, mais permissivo a hematopoiese saudavel. [63].
Em condi¢cdes metabdlicas inflamatdrias, como obesidade, a literatura aponta
que o treinamento fisico aerdébico pode reverter mielopoiese aberrante ao
restaurar caracteristicas do microambiente medular (p.ex., reducdo de
adiposidade, aumento de fatores de retencédo de HSC e diminuicéo de citocinas
pro-inflamatérias), sugerindo que o exercicio ndo apenas mobiliza células, mas
também “reprograma” o nicho. [51]. Assim, embora timo e medula 6ssea sejam

orgaos linféides primarios, o exercicio parece impacta-los por vias parcialmente



distintas: no timo, predominam associacbes com preservacdo de output e
ambiente sisttmico menos inflamatério ao longo do tempo, enquanto na
medula éssea ha evidéncia direta e consistente de remodelamento do nicho,
expansao/mobilizacdo de HSC/HSPC e melhora funcional em modelos pré-

clinicos e humanos. [55,58,61].

1.3.1. Exercicio Fisico e Componentes Celulares do Sistema Imunologico

O exercicio fisico € um estressor fisiologico altamente regulado que
reorganiza, de forma aguda e cronica, a distribuicdo e a funcionalidade dos
principais compartimentos celulares do sistema imunoldgico, com implicacbes
para vigilancia imunoldgica, inflamacao sistémica e susceptibilidade a infec¢bes
(63,64,65). Em nivel sisttmico, uma das respostas mais consistentes ao
esforco é a leucocitose, cuja magnitude e cinética dependem da
intensidade/duracdo do exercicio e sao explicadas, em grande parte, pela acdo
combinada de catecolaminas (mobilizagdo rapida/“demarginacéo”) e cortisol
(efeito tardio), alterando transitoriamente o trafego entre sangue e tecidos (66).
Esse “trafego imunolégico” é central para compreender por que o exercicio
modifica contagens de neutréfilos, mondcitos e linfocitos no sangue periférico
sem necessariamente representar ganho ou perda real de células no

organismo, mas sim redistribuicdo entre compartimentos (63,66,67).

No brago inato, neutréfilos e mondcitos respondem ao exercicio com
mudancas quantitativas e qualitativas, e a literatura descreve que sessdes
prolongadas e/ou muito intensas podem deprimir temporariamente parametros
funcionais (por exemplo, burst respiratorio, apresentacéo antigénica), enquanto
a pratica regular tende a favorecer um fenétipo de menor inflamacéo basal e

melhor prontiddo imune (64,65). Em adultos mais velhos, a associagdo entre
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maior atividade fisica aerobica habitual e melhor preservacdo de dinamica
migratéria de neutrdéfilos (quimiotaxia/quimiocinese) sugere que o estilo de vida
ativo pode atenuar aspectos funcionais da imunossenescéncia no
compartimento mieloide (68). Além disso, intervencdes de treinamento (por
exemplo, programas estruturados de semanas) tém sido usadas para testar
causalidade, indicando que diferentes modelos de exercicio podem modular
respostas bactericidas de neutrofilos e mondécitos em adultos previamente
sedentarios, reforcando a nocdo de “treinabilidade” de componentes inatos

(69).

No braco adaptativo, o exercicio agudo promove aumento imediato
transitorio de linfocitos circulantes durante o esforco, seguido por linfopenia na
recuperacdo, fenbmeno interpretado como redistribuicdo seletiva de
subpopulacdes para tecidos periféricos e/ou compartimentos linféides (67).
Dentro desse eixo, células NK e subtipos de células T (incluindo perfis
funcionais tipo 1) exibem mudancas marcantes apds exercicio intenso,
podendo ocorrer reducédo temporaria de proliferacao linfocitaria e de citocinas
relacionadas a resposta celular, coerente com uma janela curta de modulacdo

imunoldgica pos-esforgo (67).

Em paralelo, revisdes de referéncia na area destacam que periodos de
treinamento  muito intenso ou esforco prolongado sem adequada
recuperacdo/nutricdo podem ampliar a transitoriedade de disfuncdes
imunoldgicas, enquanto o exercicio regular moderado associa-se a menor risco
de doencas respiratérias comuns e melhor regulagéo inflamatoria (64,70). Do
ponto de vista mecanistico, a comunicagdo musculo-sistema imune envolve

miocinas e mediadores metabdlicos produzidos pelo masculo esquelético, com
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destaque para vias em que o exercicio influencia imunometabolismo e pode
contribuir para reduzir inflamacéo crbnica e modular respostas em contextos
como envelhecimento e doencas metabdlicas (71). A relacdo entre atividade
fisica em geral e envelhecimento imunolégico também €& suportada por
evidéncias de que altos niveis de atividade na vida adulta podem estar
associados a atenuacdo de caracteristicas centrais da imunossenescéncia,
incluindo aspectos ligados a “saida timica” reduzida e composicdo de
subpopulacdes de linfécitos T (72). Esses efeitos celulares e sistémicos tém
relevancia clinica quando avaliados por desfechos funcionais do hospedeiro,
como respostas vacinais, que servem como “teste de estresse” do sistema
imune adaptativo em humanos (73,74). Em ensaios com adultos mais velhos,
programas de exercicio moderado foram associados a melhora de
titulos/seroprotecdo poés-vacinagdo contra influenza, sustentando que
adaptacdes ao treinamento podem potencializar respostas efetoras e meméria
imunolégica em populagBes com resposta vacinal tipicamente reduzida (73,74).
Em sintese, a literatura indica que o exercicio fisico atua como modulador
dindmico dos componentes celulares do sistema imune, redistribuindo células
(efeito agudo), influenciando fungdes efetoras (inato e adaptativo) e, no longo
prazo, favorecendo um perfil de melhor imunovigilancia e menor inflamacao

basal quando praticado de forma regular e bem periodizada (64,65,70).

1.3.2. Exercicio Fisico e Componentes Humorais do Sistema Imunoldgico

O exercicio fisico desencadeia uma resposta humoral dinamica,
caracterizada por alteracdes transitorias e adaptacdes crénicas em citocinas,
guimiocinas, fatores de crescimento e proteinas plasmaticas que integram a

comunicacdo entre musculo, sistema imune e oOrgdos metabolicos (75, 57).
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Uma ideia central contemporédnea é que o musculo esquelético atua como
orgao secretor/endocrino durante o exercicio, liberando “mioquinas” (incluindo
citocinas e fatores de crescimento) capazes de modular processos

inflamatorios, metabdlicos e vasculares em multiplos tecidos (57,76).

Entre essas mioquinas, a interleucina-6 (IL-6) é a mais consistentemente
descrita como aumentada de forma aguda durante esfor¢cos prolongados e/ou
intensos, com liberacdo relacionada a contragdo muscular e ao estado
energético (por exemplo, disponibilidade de glicogénio) (75,77). Evidéncias em
humanos mostram que a IL-6 pode ser expressa e liberada pelo musculo em
exercicio sem aumento paralelo de TNF-a circulante, reforcando que sua
elevagao no esforgo nao precisa refletir um “perfil pré-inflamatério classico”, o
qual é caracterizado, em termos patolégicos, por aumento concomitante de IL-6

e TNF-a (77).

Além disso, a propria IL-6, em concentracbes comparaveis as do
exercicio extenuante, pode induzir um ambiente anti-inflamatoério ao elevar,
funcionando com um gatilho, os niveis de IL-1ra e IL-10, além de aumentar os
niveis de cortisol, favorecendo uma resposta regulatoria anti-inflamatéria e
ajudando a explicar parte da imunomodulacdo poés-esforco (78). Em nivel
sistémico, revisdes integrativas sustentam que a repeticdo de estimulos agudos
(sessdes de treino) contribui para um “ajuste” do eixo pré e anti-inflamatorio,
inibindo o desenvolvimento do quadro inflamatério denominado de inflamacao
subclinica, ou inflamacdo de baixo grau ao longo do tempo, embora a
magnitude dessa adaptacédo dependa do fenotipo, composigéo corporal e carga

total de treinamento (79,80).
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No contexto das quimiocinas, estudos de intervencdo indicam que o
exercicio fisico aerdbico regular pode reduzir MCP-1 (CCL2) e IL-8 (CXCLS)
em populacbes cardiometabdlicas, sugerindo impacto favoravel sobre
recrutamento leucocitario e sinalizacdo inflamatéria associada ao tecido
adiposo visceral, promovendo uma diminuicdo do estado pré-inflamatorio nessa
populacdo (81). Essa modulacdo € biologicamente plausivel porque IL-8 e
MCP-1 estao ligadas, respectivamente, a quimiotaxia/ativacdo de neutrofilos e
ao recrutamento de mondcitos, processos diretamente implicados em
inflamacdo tecidual e remodelamento vascular/metabdlico, incluindo os

processos de aterosclerose e arteriosclerose (81,82).

Para além de citocinas e quimiocinas, 0 exercicio altera proteinas
plasmaticas do sistema humoral, como componentes do sistema complemento,
com evidéncias classicas de ativacdo aguda (geracdo de anafilatoxinas) apos
esforco e, mais recentemente, sinteses que descrevem padrbes distintos
conforme modalidade esportiva ou da atividade fisica, dano muscular e
duracdo (ex.: ultraendurance vs. treino continuo) (83,84). No plano cronico,
uma literatura de revisao por escopo indica que o treinamento pode associar-se
a reducdes em complemento C3 circulante e a mudancas em outras proteinas
do complemento, reforcando o carater sensivel do complemento a carga de

exercicio e ao estado de aptidao (84).

Outro eixo humoral de grande relevancia clinica é a resposta de fase
aguda, na qual metanalises e revisées mostram que o treinamento fisico tende
a reduzir proteina C-reativa (PCR/CRP), inclusive com beneficios observaveis

mesmo sem perda ponderal acentuada, embora redugbes maiores sejam



14

frequentemente vistas quando h& diminuicdo de adiposidade, acompanhada

por um periodo mais longo de exercicio (85,80).

No ambito mucosal, as imunoglobulinas secretérias, especialmente IgA
salivar, representam um marcador funcional do “brago humoral” de barreiras, e
treinamentos intensos podem reduzir transitoriamente parametros de
imunidade de mucosa, com recuperacao variavel conforme volume, intensidade
e duracéo (86). Estudos de temporada em atletas demonstram que niveis mais
baixos e/ou quedas persistentes de IgA salivar ao longo do treinamento podem
predizer maior risco de infeccbes do trato respiratério superior, sugerindo

utilidade aplicada para monitorar carga e vulnerabilidade imunologica (87,88).

Em sintese, o exercicio fisico remodela o sistema humoral por meio de
picos agudos de citocinas (com destaque para IL-6) que acionam vias
regulatorias, ajustes em quimiocinas relacionadas a trafego leucocitario,
alteracdes em proteinas do sistema complemento e reducdo de marcadores de
fase aguda, enquanto a mucosa pode ser particularmente sensivel a cargas

elevadas e recuperacéo inadequada (75,78,81,84,85,86).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdGbio sobre a resposta
imunolégica celular humoral sistémica e associada aos oOrgdos linfoides

primarios em camundongos da linhagem C57BL/6.
2.2. Objetivos Especificos

Analisar os efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre a resposta celular

humoral sistémica.

Analisar os efeitos do treinamento fisico aerGbio sobre a resposta

humoral do 6rgéo linfoide priméario, medula 6ssea.

Analisar os efeitos do treinamento fisico aerGbio sobre a resposta

humoral dos érgéos linfoides secundarios, bacgo e linfonodos.
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3. Material e Métodos
3.1. Camundongos e delineamento experimental

Foi realizado um estudo experimental, utilizando 32 camundongos
distribuidos igualmente em dois grupos, da linhagem C57BL/6, que possuem
um perfil imunoldgico prevalente de via de Thl, perfil semelhante a maioria da
populacdo brasileira, machos, com oito semanas de idade e peso corporal
entre 18 e 21 g. Os camundongos foram provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP) e mantidos no
Biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), na qual o trabalho foi
realizado, em carater de colaboracdo. As condi¢cdes ambientais do biotério
foram controladas, para temperatura (22—-25 °C), umidade relativa do ar (50—

60%) e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo
com as normas éticas para uso de animais em pesquisa, com aprovagao préevia
do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo n°

ANO004.2014.

Um total de 32 camundongos foi distribuido aleatoriamente em dois
grupos experimentais (n = 2 x 8 por grupo), sem perdas durante o protocolo, a

saber:

(1) Grupo Controle (CTRL; n = 16) — camundongos nao submetidos ao

treinamento fisico;

(2) Grupo Exercicio (EXE; n = 16) — camundongos submetidos ao protocolo de

treinamento aerobio.
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3.2. Protocolo de treinamento fisico aerébio de intensidade moderada

O treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira elétrica adaptada
para camundongos (modelo KT 400, marca Imbramed®, Rio Grande do Sul,
BR), por um periodo de 04 semanas. A freqiiéncia semanal do treinamento foi
de 05 vezes por semana, no volume de 60 minutos por sesséo de treinamento,
a uma velocidade de 0,2Km/h com a esteira inclinada em 25%. Antes e apés as
sessfes de treinamento eram realizados 05 minutos de atividade para

aguecimento e desaquecimento a uma velocidade de 0,2Km/h.

Na semana anterior ao inicio do treinamento, os animais foram
submetidos a trés dias de adaptacéo a atividade na esteira, a qual constou de
10 minutos de atividade a uma velocidade de 0,2Km/h, com as demais
condicBes idénticas as utilizadas no treinamento fisico. Quarenta e oito horas
apos o terceiro dia de adaptacdo os animais foram submetidos a um teste de
esforco maximo, para que pudesse ser obtido o maximo desempenho (100%
da capacidade maxima de exercicio) e posteriormente calculado as
intensidades de treinamento (leve = 50% e moderada = 75%) da maxima
alcancada no teste. O teste consistiu de 05 minutos de aquecimento a uma
velocidade de 0,2Km/h, a qual era aumentada em 0,1Km/h a cada 2,5 minutos
até a exaustao dos animais. Os animais foram considerados exaustos quando
nao corriam mesmo apos 10 estimulos mecanicos. Este mesmo teste fisico foi

aplicado 72 horas antes do sacrificio dos animais com o intuito de avaliar se os
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animais melhoravam o condicionamento fisico ap6s as 04 semanas de

treinamento (75).

Intervalo de Tempo (min)

Velocidade (Km/h)

0-5 (aquecimento) 0,2
5-75 0,3
75-10 0,4
10-12,5 0,5
125-15 0,6
15-17,5 0,7
175-20 0,8
20-22,5 0,9
22,5-25 1
+0,1 km/h a cada 2,5 min até exaustdo
Vel Vel Vel Vel % Vel % Vel % Vel % Vel
Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés
1,5 1,6 2,0 2,3 0,9 0,96 1,2 1,38
1,5 1,6 1,6 1,8 0,9 0,96 0,96 1,104
1,7 1,8 15 1,7 1,02 1,08 0,9 1,035
1,5 1,3 1,8 2,1 0,9 0,78 1,08 1,242
1,9 1,7 1,6 1,6 1,14 1,02 0,96 0,9888
1,8 1,6 1,7 1,8 1,08 0,96 1,02 1,0506
2,0 1,8 1,6 1,6 1,2 1,08 0,96 0,9888
1,6 1,4 1,6 1,7 0,96 0,84 0,96 1,0368
1,6 1,6 1,4 1,6 0,96 0,96 0,84 0,9408
1,7 1,6 1,8 2,0 1,02 0,96 1,08 1,2096
1,6 1,6 1,9 2,3 0,96 0,96 1,14 1,3566
1,7 1,6 2,0 2,4 1,02 0,96 1,2 1,428
1,6 1,7 1,7 2,0 0,96 1,02 1,02 1,2138
1,7 1,8 1,7 2,0 1,02 1,08 1,02 1,2138
1,7 1,8 1,6 1,9 1,02 1,08 0,96 1,1424
1,6 1,7 15 1,8 0,96 1,02 0,9 1,107
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Ao final do protocolo de treinamento, os camundongos foram
anestesiados com uma associacdo de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg). Sob anestesia, 24 horas apo0s o ultimo teste fisico, as avaliagbes a
seguir foram realizadas, seguindo-se a eutandsia dos camundongos,
imediatamente apdés a coleta de sangue (~1,2 mL, que corresponde a

aproximadamente 90% do volume de sangue de cada animal) (89).

3.3. Avaliacédo da inflamacao sistémica

A inflamacdo sistémica foi avaliada através do hemograma completo
(série branca, série vermelha, plaquetas), utilizando-se para isso, uma aliquota
de 20 yL do sangue total, imediatamente apds a coleta, através do analisador
hematoldgico automatizado (Sysmex XS-800i™, Kobe, Japao). Apds anestesia,
realizou-se a laparotomia para coleta de sangue por puncdo da veia cava
inferior, obtendo-se entre 0,8 e 1,2 mL de sangue em tubos contendo EDTA
K3. Apos o uso dos 20 uL do sangue total para o hemograma completo, o
restante do sangue foi centrifugado a 2.095 x g, a 4 °C, por 10 minutos, e 0
soro obtido foi armazenado a —86 °C para posterior analise de citocinas, sendo
as citocinas IL-1B, IL-2, IL-5, CXCL1/KC, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-
23, IL-33, TNF-a e TSLP pro6 inflamatérias, enquanto que as citocinas IL-1ra, IL-

4, 1L-6, IL-10 e TGF-B apresentam perfil anti-inflamat6rio (89).

3.4. Avaliacdo da resposta humoral do érgéo linfoide primario medula

0ssea

Para a avaliacdo da resposta humoral da medula 6ssea, foi realizado o
lavado medular. Os fémures foram retirados e limpos de maneira a preservar a

epifise 6ssea e remover todo tecido adjacente e foram lavados em etanol 70%
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para assepsia, seguido de lavagem em agua desmineralizada estéril, dentro da
cabine de fluxo laminar, em ambiente estéril (76). A epifise dssea foi entdo
cuidadosamente cortada na extremidade distal, e com o auxilio de uma seringa
de 1 mL e com uma agulha de 22 G 1 (0,70 x 25 mm) utilizando 1 mL
phosphate buffered saline (PBS) estéril, o interior dos fémures foram lavados.
O material recuperado foi colado em um tubo cénico de prolipropileno de 15 mL
e centrifugado a 1000 g, 7 minutos a 4° C. O sobrenadante foi coletado e

armazenado para posterior analise das citocinas (89, 90).

3.5. Avaliacdo da resposta humoral dos 6rgédos linfoides secundarios,

baco e nodos linfaticos

O baco foi cuidadosamente removido em ambiente estéril dentro de uma
cabine de fluxo laminar, e dissociado utilizando o émbolo de uma seringa de 1
mL estéril em uma placa de Petri estéril de 52 mm (91, 92). Semelhantemente,

os linfonodos mediastinais também foram submetidos ao mesmo processo,

separadamente. Em seguida, o material obtido foi lavado com 5 mL de PBS
estéril e passado em uma peneira celular estéril (100 um) e o material
transferido para um tubo coénico de prolipropileno de 15 mL, e centrifugado a
1000 g, 7 minutos a 4° C. O material foi ressuspendido novamente em 5 mL de
PBS estéril e passado através de uma peneira celular estéril de 70 um e
novamente centrifugado como descrito acima. Em seguida, o material foi
novamente ressuspendido e passado através de uma peneira estéril de 40 um
e novamente centrifugado como descrito acima. O material precipitado foi
ressuspendido, agora em 1,5 mL de PBS estéril e 1,5 mL de solucdo de lise de
hemacias. Procedeu-se esse procedimento por 5x até que nao restassem mais

hemacias, mas somente os leucécitos (92, 93). Os leucécitos totais foram
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entdo ressuspendidos em 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 com 10% de
soro fetal bovino inativado e 1% de penicilina e 1% de estreptomicina e
contados utilizando um hematocitometro (camara de Neubauer; Karlshure,
Alemanha) (90). As células foram entdo colocadas em uma placa de cultura de
células estéril de 24 pocos, por 24 horas, na concentracdo de 5 x 10* / mL (77,
78). Apés 24 horas de incubacao, o sobrenadante foi coletado e armazenado
para posterior analise das citocinas IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p40, I1L-12p70,

IL-13, IL-17 e IL-23 por ELISA (90, 91).
3.6. Dosagem de citocinas por ELISA

As concentragdes de IL-1B (DY 401; Sensibilidade: 15.6-1000 pg/mL),
IL-1RA (DY 480; Sensibilidade: 156-10000 pg/mL), IL-2 (DY 402; Sensibilidade:
15.6-1000 pg/mL), IL-4 (DY 404; Sensibilidade: 15.6-1000 pg/mL), IL-5 (DY
405; Sensibilidade: 31.2-2000 pg/mL), IL-6 (DY 406; Sensibilidade: 15.6-1000
pg/mL), CXCL1/KC (DY 453; Sensibilidade: 15.6-1000 pg/mL), IL-10 (DY 417;
Sensibilidade: 31.2-2000 pg/mL), IL-12p40 (DY 499; Sensibilidade: 31.2-2000
pg/mL), IL-12p70 (DY 419; Sensibilidade: 39.1-2500 pg/mL), IL-13 (DY 413;
Sensibilidade: 62.5-4000 pg/mL), IL-17 (DY 421; Sensibilidade: 15.6-1000
pg/mL), IL-23 (DY 1887; Sensibilidade: 39.1-2500 pg/mL), IL-33 (DY 3626;
Sensibilidade: 15.6-1000 pg/mL), TNF-a (DY 410; Sensibilidade: 31.2-2000
pg/mL), TGF-B (DY 1679; Sensibilidade: 31.2-2000 pg/mL) e TSLP (DY 555;
Sensibilidade: 15.6-1000 pg/mL) foram quantificadas no plasma e no
sobrenadante de culturas celulares do baco e linfonodos e no lavado de
medula oOssea utlizando o0 ensaio imunoenzimatico Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA), utilizando kits comerciais DuoSet® (R&D
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Systems®, Minneapolis, EUA), seguindo rigorosamente as instrugcdes dos

fabricantes (90).

3.7. Andlise estatistica

O software SPSS v.27 (IBM, llinois, EUA) foi utilizado para a realizacao
da analise estatistica, enquanto o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, Califérnia, EUA) para a construgdo dos graficos. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro—Wilk. Foram comparados os dados
do grupo Controle versus o grupo Treinado. O teste t de Student pareado para
a andlise intragrupo e o teste de Wilcoxon rank-sum para amostras nao
pareadas (entre grupos). Os resultados foram apresentados como média e
desvio padrdo. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05) e

apresentado o intervalo de confianga 95% (95% Cl).
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4. Resultados

4.1. Efeitos do treinamento fisico sobre o peso e sobre a capacidade fisica

dos camundongos

A avaliagdo do peso dos camundongos revelou que tanto os
camundongos do grupo Controle (21,93+2,43 x 25,61+2,61 g; p<0.0001; 95%
Cl -4.809 to -2.541) quanto do grupo Treinamento (24,84+2,10 x 26,96+1,17 g;
p<0.0002; 95% CI -3.043 to -1.194) apresentaram aumento comparado 0O
periodo antes e apdés as 4 semanas do protocolo experimental. Importante
observar que o peso dos camundongos antes do inicio do protocolo
experimental, revelou haver diferencas significativas entre 0s grupos

(p<0.0015; 95% CI -4.606 to -1.206).

Os resultados demonstraram que n&do houve diferenga entre o teste
fisico inicial (velocidade maxima alcancada em Km/h) comparando-se 0s
grupos Controle (1,66+0,13 Km/h) e Treinamento Fisico (1,68+0,16 Km/h)
(p>0.05; 95% CI -0.1330 to 0.09554). Comparando-se os resultados pré e pés
treinamento, excetuando-se o grupo controle (1,62+0,13 Km/h), o qual nao foi
submetido ao treinamento fisico, observou-se que o treinamento fisico foi
capaz de melhorar a capacidade fisica dos camundongos Exercicio Pré
(1,68+£0,16 Km/h) versus Exercicio P6s (1,68+0,16 Km/h) (p<0.0043; 95% CI -

0.3874 to -0.07883). VERIFICAR.

4.2. Efeitos do treinamento fisico sobre o numero de leucécitos no

sangue
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A Figura 1 apresenta o numero de leucécitos totais (Fig 1A), linfocitos
(Fig 1B), neutréfilos (Fig 1C), mondécitos (Fig 1D), eosindfilos (Fig 1E), basofilos

(Fig 1F).

A analise do numero de leucdcitos totais (Fig 1A) revelou ndo haver
diferencas antes do inicio do protocolo experimental entre o grupo Controle e o
grupo Treinamento Fisico (p>0.05; 95% CI -3160 to 3236), nem em relacéo ao
grupo Controle pré e pos o periodo de intervencéo (p>0.05; 95% CI -1618 to
2941). Ja em relacdo ao grupo Treinamento Fisico, o treinamento resultou em
aumento significativo no numero de leucécitos totais, mas permanecendo
dentro da faixa de normalidade (5000/mm3 a 10000/mm3) (p<0.0273; 95% CI -

4495 to -308.0).

Conforme apresentado na Figura 1B, a andlise do numero de linfocitos
revelou ndo haver diferencas antes do inicio do protocolo experimental entre o
grupo Controle e o grupo Treinamento Fisico (p>0.05; 95% CI -3160 to 3236),
nem em relacdo ao grupo Controle pré e pés o periodo de intervencéo (p>0.05;
95% CI -1618 to 2941). Ja em relacdo ao grupo Treinamento Fisico, o
treinamento resultou em aumento significativo no nimero de linfécitos, mas
permanecendo dentro da faixa de normalidade (70-85% dos leucdcitos totais)

(p<0.0173; 95% Cl -3416 to -387.2).

Conforme apresentado na Figura 1C, a analise do numero de neutroéfilos
revelou néo haver diferencas antes do inicio do protocolo experimental entre o
grupo Controle e o grupo Treinamento Fisico (p>0.05; 95% CI -632.0 to 647.3),
nem em relacdo ao grupo Controle pré e pés o periodo de intervencéo (p>0.05;
95% CI -424.4 to 513.9). J& em relacdo ao grupo Treinamento Fisico, o

treinamento ndo resultou em aumento significativo no namero de neutrofilos,
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mas permanecendo dentro da faixa de normalidade (10-25% dos leucécitos

totais) (p>0.05; 95% CI -3416 to -387.2).

Conforme apresentado na Figura 1D, a analise do nimero de mondcitos
revelou ndo haver diferencas antes do inicio do protocolo experimental entre o
grupo Controle e o grupo Treinamento Fisico (p>0.05; 95% CI -125.9 to 128.8),
nem em relacdo ao grupo Controle pré e pés o periodo de intervencéo (p>0.05;
95% CIl -69.46 to 112.8). JA4 em relacdo ao grupo Treinamento Fisico, o
treinamento resultou em aumento significativo no nimero de mondcitos, mas
permanecendo dentro da faixa de normalidade (2-6% dos leucdcitos totais)

(p<0.0436; 95% Cl -146.2 to -2.434).

Conforme apresentado na Figura 1E, a analise do nimero de eosindfilos
revelou ndo haver diferencas antes do inicio do protocolo experimental entre o
grupo Controle e o grupo Treinamento Fisico (p>0.05; 95% CI -47.30 to 48.55),
nem em relacdo ao grupo Controle pré e pds o periodo de intervencéo (p>0.05;
95% CI -31.74 to 36.74). JA em relacdo ao grupo Treinamento Fisico, o
treinamento resultou em diminuicdo no numero de eosinofilos, mas
permanecendo dentro da faixa de normalidade (0-2% dos leucécitos totais)

(p>0.05; 95% CI -23.70 to 36.58).

Conforme apresentado na Figura 1F, a analise do numero de basofilos
revelou ndo haver diferencas antes do inicio do protocolo experimental entre o
grupo Controle e o grupo Treinamento Fisico (p>0.05; 95% CI -47.30 to 48.55),
nem em relacéo ao grupo Controle pré e pés o periodo de intervencéo (p>0.05;
95% CI -31.74 to 36.74). J4 em relacdo ao grupo Treinamento Fisico, o

treinamento resultou em diminuicio no ndamero de basofilos, mas
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permanecendo dentro da faixa de normalidade (0-1% dos leucécitos totais)

(p>0.05; 95% CI -23.70 to 36.58).

Figura 1 — Leucoécitos no sangue
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Figura 1 — mm = milimetros cubicos. Con = grupo Controle. Tre = grupo Treino.
4.3. Efeitos do treinamento fisico sobre a resposta humoral sistémica

A figura 2 apresenta os niveis plasmaticos das citocinas IL-1B (Fig 2A),

IL-1RA (Fig 2B), IL-2 (Fig 2C), IL-4 (Fig 2D), IL-5 (Fig 2E), IL-6 (Fig 2F),
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CXCL1/KC (Fig 2G), IL-10 (Fig 2H), IL-12 p40 (Fig 21), IL-12 p70 (Fig 2J), IL-13
(Fig 2K), IL-17 (Fig 2L), IL-23 (Fig 2M), IL-33 (FIg 2N), TNF-a (Fig 20), TGF-B
(Flg 2P), TSLP (Fig 2Q) em camundongos controles sedentarios (Con) e

submetidos ao treinamento fisico aerdbio (Tre).

A Figura 2A demonstra que o0s niveis plasmaticos de IL-1B foram
significativamente reduzidos no grupo submetido ao treinamento fisico aerobio
em comparagdo ao grupo controle (Figura 2A; p<0.0001; 95% CI 20.79 to
46.80), indicando uma atenuacdo da inflamacéo sistémica induzida pelo
exercicio. JA a Figura 2B demonstra um aumento significativo das
concentracfes plasmaticas da citocina anti-inflamatéria IL-1RA no grupo
treinado em relacdo ao controle (Figura 2B; p<0.0001; 95% CI -480.8 to -
212.6), evidenciando um efeito anti-inflamatério compensatério associado ao
treinamento fisico. Reforcando esses achados anti-inflamatorios sistémicos
induzidos pelo treinamento fisico, observamos que os niveis plasmaticos de IL-
10 foram significativamente aumentados no grupo treinado em comparacao ao
controle (Figura 2H; p<0.0001; 95% CI -28.33 to -17.07), indicando um claro
efeito imunorregulador e anti-inflamatério do treinamento fisico aerdbio. Do
ponto de vista de mecanismo classico dos efeitos anti-inflamatérios induzidos
pelo treinamento fisico, observamos que o grupo submetido ao treinamento
fisico aerdbio apresentou aumento significativo nos niveis plasmaticos de IL-6
em comparagdo ao grupo controle (Figura 2F; p<0.0022; 95% CI -53.66 to -
13.88), compativel com o papel da IL-6 como miocina (citocina liberada pelo
musculo esquelético) durante o exercicio fisico. Importante ressaltar que esse
aumento nos niveis plasmaticos de IL-6 sdo classicamente gatilhos anti-

inflamatorios induzidos pelo treinamento fisico e ndo um efeito pré-inflamatoério,
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uma vez que além dos aumentos observados nos niveis de IL-1RA e IL-10, foi
observado também reduc&o nos niveis de TNF-a no grupo treinamento, em
comparacao com o grupo controle (Figura 20; p<0.0152; 95% CI 12.39 to
91.52), reforcando o efeito anti-inflamatorio sistémico do exercicio. Em relagédo
aos niveis do fator quimiotético para neutrofilo pré-inflamatério CXCL1/KC, ndo
foram detectadas diferengas significativas nos niveis plasmaticos de
CXCL1/KC (Figura 2G; p>0.05; 95% CI -15.99 to 7.856) entre 0s grupos,

sugerindo auséncia de ativagao sistémica da quimiotaxia neutrofilica.

Em relacéo a citocina IL-2 (Figura 2C; p>0.05; 95% CI -10.15 to 25.37),
nao foram observadas diferencas significativas nos niveis plasmaticos de IL-2
entre 0s grupos controle e treinado, sugerindo manutencédo da ativacdo basal
de linfécitos T. Em relacdo as citocinas de perfil Th2 IL-4 (Figura 2D; p>0.05;
95% CI -2.020 to 10.25), IL-5 (Figura 2E; p>0.05; 95% CI -0.3213 to 17.79) e
IL-13 (Figura 2K; p>0.05; 95% CI -18.22 to -4.343), ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, indicando que o
treinamento fisico ndo promoveu polarizacdo sistémica para o perfil Th2
classico. Esses achados sdo reforcados pelos resultados observados em
relacdo aos niveis plasmaticos de TSLP (Figura 2Q; p>0.05; 95% CI -264.3 to
184.1), os quais ndo demonstraram diferencas significativas entre os grupos
controle e treinado, indicando que o exercicio fisico ndo induziu ativacao
sistémica de alarminas epiteliais associadas a resposta Th2. De maneira
similar, ndo foram detectadas diferencas significativas nos niveis plasmaticos
de IL-33 (Figura 2N; p>0.05; 95% CIl -23.72 to 10.12) entre 0S grupos,
indicando que o treinamento fisico ndo promoveu liberacdo sistémica de

alarminas epiteliais. Por outro lado, observou-se aumento das concentracdes
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plasmaticas de TGF-B no grupo treinado em esteira ergométrica em relacédo ao
controle (Figura 2P; p<0.0131; 95% CI -5046 to -683.1), sugerindo ativacédo de
mecanismos imunorregulatorios e de tolerancia induzidos pelo treinamento

fisico.

Por outro lado, ao avaliarmos um importante marcador da ativacdo Thl,
a citocina IL-12p40, observou-se reducdo significativa das concentracdes
plasmaticas de IL-12p40 no grupo treinado em relacdo ao grupo controle
(Figura 2I; p<0.0046; 95% CI 22.92 to 108.1), sugerindo diminui¢do da ativacéo
da via Thl sistémica. JA em relacdo aos niveis plasmaticos da IL-12p70, nédo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, indicando que o
treinamento fisico ndo induziu ativacdo sistémica da forma bioativa da IL-12
(Figura 2J; p>0.05; 95% CI -23.13 to 4.442). Em relacado a via de ativacdo de
linfécitos Th1l7, mediada pela IL-17 e IL-23, ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis plasmaticos de IL-17 (Figura 2L; p>0.05; 95% CI -3.671
to 3.039) nem da IL-23 (Figura 2M; p>0.05; 95% CI -12.52 to 5.832) entre os
grupos, indicando que o treinamento fisico ndo induziu resposta Thl7

sistémica, em niveis basais.

Assim, de forma integrada, os resultados demonstram que o treinamento
fisico aerdbio promoveu um perfil imunoldgico sistémico anti-inflamatério e
imunorregulador, caracterizado pela reducédo de citocinas pré-inflamatérias (IL-
18 e TNF-a) e pelo aumento de mediadores imunorregulatérios (IL-1RA, IL-6 e

IL-10), sem induzir ativacdo sistémica das vias Thl, Th2 ou Th17.
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Figura 2 — Citocinas no plasma
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Figura 2 — IL-1B = Interleucina 1 beta. IL-1RA = Antagonista do receptor da
interleucina 1. CXCL1 = ligante de quimiocina 1. KC = quimiocina derivada de
queratinécitos. TNF-a = fator de necrose tumoral alfa. TGF-f = fator de
crescimento transformador beta. TSLP = Linfoietina estromal timica. Pg/mL =
picogramas por mililitros. Con = grupo Controle. Tre = grupo Treino.

4.4. Efeitos do treinamento fisico sobre a resposta humoral do 6rgéo

linfoide priméario medula 6ssea

A Figura 3 apresenta as concentracdes de citocinas mensuradas no
lavado medular (LM) de camundongos controles sedentarios (Con) e
submetidos ao treinamento fisico aerdbio (Tre), permitindo a avaliacdo dos
efeitos do exercicio sobre o microambiente imunoldgico da medula 6ssea. Em
relacdo aos niveis de IL-1RA no LM observou-se um aumento significativo das
concentracbes de IL-1RA no lavado medular dos animais submetidos ao
treinamento fisico aer6bio em comparacdo ao grupo controle (Figura 3A;
p<0.0001; 95% CI -146.5 to -94.61). Esse achado indica um fortalecimento do
perfil anti-inflamatério e regulatério no microambiente medular induzido pelo
exercicio. Reforcando os dados acima, a avaliagdo dos niveis de IL-10
demonstrou que o grupo submetido ao treinamento fisico aerdbio apresentou
aumento significativo nos niveis de IL-10 no lavado medular em relagdo ao
grupo controle (Figura 3D; p<0.0174; 95% CI -130.1 to -15.21). Esse resultado
reforca o efeito imunorregulador e anti-inflamatério do exercicio sobre o nicho

hematopoético.

Em relacdo as citocinas do perfil Th2, observamos que os niveis de IL-4
(Figura 3B; p>0.05; 95% CI -27.80 to 14.22) no lavado medular néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre 0sS grupos
controle e treinado, sugerindo que o treinamento fisico ndo promoveu

polarizagcdo Th2 no compartimento medular. De maneira semelhante, as
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concentracdes de IL-5 (Figura 3C; p>0.05; 95% CI -6.933 to 4.584) no lavado
medular permaneceram semelhantes entre os grupos, indicando auséncia de
ativacdo da via Th2 associada a eosinopoiese ou resposta alérgica na medula
O0ssea. Por ultimo, confrmando os achados sobre o perfil Th2, as
concentracdes de IL-13 (Figura 3G; p>0.05; 95% CI -13.34 to 2.574) no lavado
medular n&do diferiram significativamente entre os grupos, indicando que o
treinamento fisico n&o induziu ativacdo de citocinas do perfil Th2 no

microambiente medular.

Considerando-se o perfil Thl, verificou-se uma reducao significativa das
concentracfes de IL-12 p40 no lavado medular dos animais treinados em
comparacdo aos controles (Figura 3E; p<0.0005; 95% CIl 22.00 to 60.59),
sugerindo diminuicdo do ténus pré-inflamatério e da sinalizacdo associada a
ativacdo mieloide na medula 6ssea. Por outro lado, observou-se um aumento
discreto, porém estatisticamente significativo, nos niveis de IL-12 p70 no lavado
medular do grupo treinado em relacdo ao grupo controle (Figura 3F; p<0.0154;
95% CI -22.24 to -2.867). Apesar desse aumento, os valores permanecem
dentro de uma faixa fisiolégica, sem indicar ativacdo exacerbada da resposta

Thil.

Em relacdo a reposta Thl7, observamos que o grupo submetido ao
treinamento fisico aerébio apresentou reducédo significativa dos niveis de IL-17
no lavado medular em comparacdo ao grupo controle (Figura 3H; p<0.0401;
95% CI 0.9171 to 33.55), sugerindo supressdo da sinalizacdo associada a via
Th17 e a inflamacéo neutrofilica no nicho medular. Por outro lado, diferente do
esperado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas

concentracdes de IL-23 (Figura 3l; p>0.05; 95% CI -3.686 to 2.105) no lavado
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medular entre 0s grupos controle e treinado, indicando manutencdo da

sinalizacdo basal da via IL-23/IL-17.

Assim, de forma integrada, os resultados demonstram que o treinamento
fisico aerdbio promoveu uma modulacdo imunolégica favoravel no
microambiente da medula éssea, caracterizada pelo aumento de citocinas
imunoregulatorias e anti-inflamatoérias (IL-1RA e IL-10) e pela reducdo de
mediadores associados a inflamacéo e a resposta Th1l7 (IL-12 p40 e IL-17),
sem induzir ativacdo significativa das vias Th2 ou Thl classicas. Esses
achados indicam que o exercicio fisico contribui para a manutencdo da

homeostase imunoldgica e do equilibrio do nicho hematopoético.



Figura 3 — Resposta humoral do 6rgéo linfoide primario medula 6ssea
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4.5. Efeitos do treinamento fisico sobre a resposta humoral do 6érgao

linfoide secundario baco
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A Figura 4 apresenta as concentracées de citocinas mensuradas no
baco de camundongos controles sedentarios (Con) e submetidos ao
treinamento fisico aerdbio (Tre), permitindo a avaliagdo dos efeitos do exercicio
sobre o microambiente imunolégico do bagco. O painel A apresenta as
concentracbes da IL-1RA no lavado broncoalveolar (pg/mL) nos grupos
controle (Con) e treinamento (Tre). Observa-se que 0 grupo treinamento
apresentou aumento expressivo e estatisticamente significativo nos niveis de
IL-1IRA em comparagdo ao grupo controle (Figura 4A; p<0.0001; -92.26 to -
36.42). Esse achado indica uma acdo do treinamento fisico mediando
mecanismos anti-inflamatérios locais no ambiente esplénico. Tais achados séo
reforcados pelo aumento dos niveis de IL-10 no baco (Figura 4D; p<0.0122; -
147.3 to -20.69) induzidos pelo treinamento fisico, reforgcando a indugédo de um

perfil imunorregulatério e anti-inflamatério no bago apdés a intervencao.

Quando avaliamos os efeitos do treinamento fisico no perfil Th2, mais
especificamente sobre os niveis de IL-4 no baco, observamos que embora o
grupo treinamento apresente valores meédios ligeiramente superiores aos do
grupo controle (Figura 4B; p>0.05; -6.732 to 3.587), ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre o0s grupos, sugerindo que a
intervencdo ndo promoveu modulacdo relevante dessa citocina associada a
resposta Th2 no tecido esplénico. Por outro lado, observa-se que o treinamento
fisico aumentou significativamente a concentragcédo de IL-5 no baco (Figura 4C;
p<0.0001; -41.46 to -20.70), indicando modulacdo da resposta imune
adaptativa no compartimento esplénico, possivelmente relacionada a ativacao

de vias associadas a resposta imunoldgica do tipo Th2. Tais achados sao

reforcados pelo fato do treinamento fisico também ter aumentado os niveis de
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IL-13 no baco (Figura 4G; p<0.0130; -564.7 to -76.22), indicando ativacao

seletiva de vias associadas a resposta imune do tipo Th2 no tecido esplénico.

Quando avaliamos a resposta Thl, os resultados demonstraram que,
apesar do treinamento fisico apresentar valores médios numericamente
superiores aos do grupo controle, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, indicando auséncia de modulacdo relevante da
subunidade de IL-12 (IL-12 p40) (Figura 4E; p>0.05; -58.62 to 14.97) no tecido
esplénico. De igual maneira, os niveis de IL-12p 70 no baco ndo foram
modificados pelo treinamento fisico (Figura 4F; p>0.05; -16.20 to 4.850). Assim,
esses resultados sugerem que a intervencdo com o treinamento fisico nao

alterou de maneira significativa a via classica Th1l mediada por IL-12 no baco.

Quando avaliados a via Th17/Th23, observamos que o treinamento
fisico reduziu os niveis de IL-17 no baco (Figura 4H; p<0.0273; 3.248 to 48.45)
em relacdo ao grupo controle, sugerindo atenuacdo da resposta inflamatoria
mediada por células Thl7 no baco. Por outro lado, nenhum efeito do
treinamento fisico foi observado em relacao aos niveis de IL-23 no baco (Figura
41; p>0.05; -14.97 to 0.7495), indicando que a intervencdo com o treinamento

nao promoveu alteracdo relevante na via IL-23 no tecido esplénico.

Assim, os dados referentes aos efeitos do treinamento sobre o baco
indicam que a intervencdo promoveu uma modulacdo seletiva do perfil
imunologico pulmonar, caracterizada principalmente pelo aumento de citocinas
anti-inflamatoérias (IL-1RA e IL-10) e pela reducdo de mediadores pro-
inflamatorios associados a via Thl7, sem induzir uma ativacao inflamatoria

exacerbada.



38

Figura 4 - Resposta humoral do o6rgdo linfoide secundario baco
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Figura 4 — LM = Lavado medular. IL-1IRA = Antagonista do receptor da
interleucina 1. Con = grupo Controle. Tre = grupo Treino. Pg/mL = picogramas
por mililitros.

4.6. Efeitos do treinamento fisico sobre a resposta humoral do 6rgéo

linfoide secundério linfonodos

A Figura 5 apresenta as concentragdes de citocinas mensuradas nos
linfonodos de camundongos controles sedentarios (Con) e submetidos ao
treinamento fisico aerdbio (Tre), permitindo a avaliagdo dos efeitos do exercicio
sobre o microambiente imunoldgico dos linfonodos. O painel A apresenta as
concentracdes da IL-1RA nos linfonodos (pg/mL) dos grupos controle (Con) e
treinamento (Tre). N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, indicando que a intervencdo ndo promoveu
alteracdes relevantes nos niveis de IL-1RA (Figura 5A; p>0.05; 95% CI -31.36
to 84.12) nesse compartimento linféide. Em relagéo a citocina imunoregulatoria
e anti-inflamatéria IL-10, observamos que 0 grupo treinamento apresentou
aumento estatisticamente significativo dos niveis de IL-10 em relagédo ao grupo
controle (Figura 5D; p<0.0001; -26.62 to -20.15), indicando maior expresséo de
citocinas com perfil imunorregulatério e anti-inflamatério no compartimento

linfonodal apds a intervencéo.

Quando avaliamos as citocinas biomarcadores do perfil Th2,
observamos que o grupo treinamento apresentou aumento significativo de
citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 em comparacao ao grupo controle (Figura 5B;
p<0.0001; 95% CI -9.829 to -4.848), evidenciando modulagc&o da resposta Th2
associada a IL-4 no tecido linfonodal apos a intervengdo. Ja em relagdo aos

niveis de IL-5 nos linfonodos, n&o foram identificadas diferencas
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estatisticamente significativas entre os grupos controle e treinamento (Figura
5C; p>0.05; 95% CI -3.158 to 31.91). Por ultimo, em relacdo a citocina IL-13, O
painel G demonstra as concentracées de IL-13 nos linfonodos. O grupo
treinamento apresentou reducéo estatisticamente significativa dos niveis de IL-
13 em relacao ao grupo controle (Figura 5G; p<0.0001; 95% CI 99.32 to 165.0),
indicando modulac&o negativa dessa citocina associada a resposta do tipo Th2
no tecido linfonodal, o que contrasta com o aumento induzido pelo treinamento

fisico nos niveis de IL-5.

Em relacdo a analise do perfil Thl, observamos que o grupo treinamento
apresentou reducédo significativa da citocina IL-12 p40 quando comparado ao
grupo controle (Figura 5E; p<0.0001; 51.77 to 82.10), indicando diminuicdo da
expressdo dessa subunidade da IL-12 no tecido linfonodal. J& em relacdo a
citocina IL-12 p70 (Figura 5F; p>0.05; -29.62 to 20.47) ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o0s grupos controle e
treinamento, sugerindo auséncia de modulagéo relevante da via classica Thl

mediada por IL-12 p70 nesse tecido.

A andlise da via IL-17/IL-23, a qual tem um papel pré-inflamatorio,
demonstrou que o treinamento fisico resultou numa reducéo significativa dos
niveis de IL-17 (Figura 5H; p<0.0002; 12.20 to 30.93) em compara¢ao ao grupo
controle, evidenciando diminuicdo da resposta pro-inflamatoéria associada a via
Th1l7 no compartimento linfonodal apdés a intervencdo. Reforcando esses
dados, os resultados demonstraram que o treinamento fisico resultou em
reducdo estatisticamente significativa da IL-23, que atua como precursora da
IL-17, em relagdo ao grupo controle (Figura 5I; p<0.0001; 111.2 to 128.7),

indicando que o treinamento fisico efetivamente inibe a via IL-17/IL-23 no
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tecido linfonodal. Portanto, os dados indicam que a intervengcdo promoveu
modulagcdo seletiva do perfil de citocinas nos linfonodos, caracterizada
principalmente pelo aumento da citocina regulatéria (IL-10) e pela modulacéo

dos biomarcadores da via Th2 e pela reducédo de biomarcadores associados a

via Th17.

Figura 5 — Resposta humoral do 6rgéo linfoide secundario linfonodos
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Discussao

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
treinamento fisico aerobio de intensidade moderada sobre a resposta
imunologica humoral sistémica e associada aos 6rgaos linfoides primarios e
secundarios em camundongos C57BL/6. Os principais achados demonstram
que o treinamento fisico promoveu uma modulacdo imunolégica ampla e
coordenada, caracterizada por um perfil predominantemente anti-inflamatério e
imunorregulatério no compartimento sistémico, na medula éssea, no baco e
nos linfonodos, sem induzir ativacdo inflamatéria exacerbada das vias classicas
Thl, Th2 ou Thl7, pela elevacdo de citocinas pro inflamatérias. Esses
resultados reforcam o conceito do exercicio fisico como uma intervencdo nao
farmacoldgica capaz de modular a homeostase imune em multiplos niveis

organizacionais.

No compartimento sistémico, os resultados demonstraram reducao
significativa das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a, acompanhada por
aumento de mediadores anti-inflamatérios e imunorregulatorios, como IL-1RA,
IL-10 e TGF-B. Esse padrao € amplamente consistente com a literatura que
descreve o treinamento aerébio regular como indutor de um estado de
inflamacdo de baixo grau reduzida, fenbmeno particularmente relevante na
prevencdo de doencas cronicas associadas a inflamacao sistémica persistente
(79,80). A elevacao concomitante de IL-6 plasmatica observada neste estudo
deve ser interpretada a luz do seu papel como mioquina, liberada pelo masculo
esquelético durante o exercicio, atuando como um sinalizador metabdlico e

anti-inflamatorio, e ndo como um marcador de inflamacéao classica (94,95).
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Estudos experimentais e clinicos demonstram que a IL-6 derivada do
musculo é capaz de induzir a producéo de IL-1RA e IL-10, inibindo a producédo
de TNF-a por mondécitos e macrofagos, configurando um eixo anti-inflamatorio
dependente do exercicio (96,97). Assim, os achados sistémicos observados
neste trabalho corroboram o modelo conceitual segundo o qual o treinamento
fisico repetido promove um “reajuste” do balango pré/anti-inflamatorio,

contribuindo para a manutengcdo da homeostase imunoldgica.

A medula Ossea representa o principal o6rgdo linfoide primario
responsavel pela hematopoiese e pela geracdo de células do sistema imune.
No presente estudo, o treinamento fisico induziu aumento significativo das
citocinas anti-inflamatorias IL-1RA e IL-10 no lavado medular, associado a
reducdo de IL-12p40 e IL-17. Esses achados sugerem que o exercicio fisico
promove um ambiente medular menos pré-inflamatério e potencialmente mais
favoravel a manutencdo da funcdo hematopoética. A literatura recente tem
demonstrado que o exercicio fisico é capaz de remodelar o nicho
hematopoético, reduzindo a adiposidade medular, modulando a atividade de
células estromais e alterando a sinalizacdo de quimiocinas e citocinas
envolvidas na retencao e diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas tanto
em modelos animais quanto em humanos (84-86). A reducdo de IL-17
observada no lavado medular é particularmente relevante, uma vez que essa
citocina tem sido associada a mielopoiese inflamatoria e a disfuncdo do nicho
hematopoético em condi¢cdes de estresse cronico e envelhecimento (87,88).
Embora tenha sido observado um discreto aumento de IL-12p70 no lavado

medular, esse achado ocorreu dentro de uma faixa fisiologica e ndo foi

acompanhado por aumento sistémico ou esplénico dessa citocina, sugerindo
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que o treinamento fisico ndo induziu uma ativagdo Thl exacerbada. Assim, 0s
dados indicam que o exercicio atua predominantemente como modulador do
microambiente medular, favorecendo um perfil regulatério sem comprometer a

capacidade de resposta imune.

O baco, enquanto 6rgao linfoide secundario responsavel pela vigilancia
imunologica do compartimento sanguineo, apresentou um padrao de resposta
caracterizado pelo aumento de IL-1RA e IL-10, associado a reducéo de IL-17.
Esses resultados indicam que o treinamento fisico induziu um perfil esplénico
anti-inflamatério, semelhante ao observado no plasma e na medula 0ssea,
sugerindo uma resposta integrada entre os diferentes compartimentos imunes.
Interessantemente, observou-se aumento significativo de citocinas associadas
ao perfil Th2, como IL-5 e IL-13, no baco. Esse achado pode refletir uma
adaptacao funcional do compartimento esplénico, uma vez que respostas Th2
ndo sao necessariamente inflamatérias e podem estar associadas a
mecanismos de reparo tecidual e regulacdo imunoldgica (89,90). Além disso, o
aumento dessas citocinas ocorreu sem elevacdo concomitante de IL-4
sistémica ou esplénica, sugerindo uma modulacdo seletiva e ndo uma
polarizacdo Th2 classica. A reducédo de IL-17 no baco reforca a hipétese de
gue o exercicio fisico atenua vias inflamatdérias associadas a ativacdo Thl7,
que tém sido implicadas na patogénese de diversas doencas autoimunes e
inflamatorias crénicas (91,92). Assim, o perfil observado no baco sugere que o
treinamento fisico contribui para um estado de vigilancia imunolégica eficiente,

porém menos propenso a inflamacgéo exacerbada.

Os linfonodos desempenham papel central na iniciacdo e modulag&o das

respostas imunes adaptativas. Neste estudo, o treinamento fisico promoveu
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aumento significativo de IL-10 nos linfonodos, acompanhado por reducéo das
citocinas IL-12p40, IL-17 e IL-23. Esse conjunto de alteragGes indica uma
inibicdo da via Thl17/IL-23, reconhecidamente pro-inflamatéria, e um
fortalecimento de mecanismos regulatérios locais. A diminuicdo simultanea de
IL-17 e IL-23 é particularmente relevante, uma vez que a IL-23 € essencial para
a manutencdo e expansdo de células Th1l7 (93). A inibicdo dessa via sugere
que o treinamento fisico exerce efeito modulador direto ou indireto sobre os
circuitos de diferenciagdo e manutencdo de linfécitos Th1l7 nos linfonodos.
Esses achados sdo consistentes com estudos experimentais que demonstram
reducdo da atividade Th1l7 apdls intervencbes de exercicio fisico regular
(94,95). O aumento de IL-4 observado nos linfonodos, contrastando com a
reducdo de IL-13, sugere uma modulacdo complexa do eixo Th2 nesse
compartimento. Essa dissociacdo pode refletir diferencas na cinética de
producdo dessas citocinas ou no papel funcional especifico que desempenham
no microambiente linfonodal. Importante destacar que essas alteragbes
ocorreram em um contexto de aumento de IL-10, reforcando o predominio de

um perfil regulatorio.

De forma integrada, os resultados deste estudo indicam que o
treinamento fisico aerobio de intensidade moderada promove uma
reprogramacdao imunoldgica sistémica e tecidual, caracterizada por reducdo do
tbnus inflamatério e fortalecimento de mecanismos regulatérios. Essa
modulacdo ocorre de maneira coordenada entre plasma, medula 6ssea, baco e
linfonodos, sugerindo que o exercicio fisico atua como um modulador global da
rede imunoldgica. Esses achados tém importantes implicagfes fisiologicas e

clinicas, uma vez que estados de inflamacéo crbénica de baixo grau estédo
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associados ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, metabdlicas,
autoimunes e neurodegenerativas (96,97). A capacidade do exercicio fisico de
modular simultaneamente multiplos compartimentos do sistema imune reforca

seu potencial como estratégia terapéutica e preventiva.

Entre as limitacbes do presente estudo, destaca-se a auséncia de
analises fenotipicas celulares detalhadas, como citometria de fluxo, que
poderiam elucidar quais subpopulacfes celulares sdo responsaveis pelas
alteracdes humorais observadas. Além disso, a avaliacdo de marcadores
funcionais, como resposta a desafio infeccioso ou vacinal, poderia fortalecer a
interpretacdo funcional dos achados. Estudos futuros devem explorar diferentes
intensidades e duracBes de treinamento, bem como avaliar os efeitos do
exercicio em modelos de inflamagdo crbnica ou imunossenescéncia. A
integracdo de analises transcriptdmicas e metabolémicas podera fornecer uma
compreensao mais aprofundada dos mecanismos moleculares subjacentes a

imunomodulac¢éo induzida pelo exercicio.

DETALHAR O TIPO DE TREINAMENTO IMPLANTADO.
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Conclusodes

Em conclusdo, o presente estudo demonstra que o treinamento fisico
aerobio de intensidade moderada exerce efeitos imunomoduladores benéficos
sobre a resposta humoral sistémica e sobre os 6rgdos linfoides primarios e
secundarios, promovendo um perfil anti-inflamatério e regulatério. Esses
resultados contribuem para o entendimento dos mecanismos pelos quais o
exercicio fisico influencia a homeostase imunologica e reforcam seu papel
como ferramenta fundamental na promocéo da saude e prevencao de doencas

de etiologia imunoldgica e inflamatoria.
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