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Exercício abaixo do limiar anaeróbio aumenta as atividades 
fagocítica e microbicida de neutrófilos em ratos Wistar
Exercise below the anaerobic threshold increases phagocytic and microbicide activities of neutrophils
in Wistar rats

Juliana Bombarda1; Juliana Carvalho Melo2; Elias Rosa de Souza3; Otávio de Toledo Nóbrega4, 5; Claudio Córdova6

Objetivo: Investigar o efeito de uma sessão de exercício abaixo do limiar anaeróbio sobre as funções de 
neutrófilos e monócitos circulantes em ratos Wistar. Material e método: Trata-se de um delineamento 
experimental com um pós-teste em que os sujeitos do grupo experimental exercitaram-se na água por 
30 minutos enquanto controles não foram submetidos a qualquer intervenção. A atividade funcional 
dos fagócitos circulantes foi avaliada por ensaio de fagocitose de Saccharomyces cerevisiae e pelo teste 
de redução de nitroazul de tetrazólio (NBT). Para comparação entre as médias dos grupos, utilizaram-
se testes t para amostras independentes com p < 0,05. Resultado: Não foram observadas diferenças 
significativas no número total e diferencial de leucócitos entre os grupos. Entretanto, neutrófilos do grupo 
experimental não apenas fagocitaram mais S. cerevisiae (p = 0,005) como também foram mais eficientes 
em reduzir NBT (p = 0,018) em relação aos controles. Não existiram diferenças significativas na atividade 
funcional dos monócitos entre os grupos. Conclusão: O exercício realizado com intensidade abaixo do 
limiar anaeróbio foi suficiente para incrementar a atividade fagocítica e microbicida de neutrófilos em 
modelo animal, o mesmo não sendo observado para monócitos circulantes.

abstract

resumo

Objective: To assess the effect of a single session of exercise conducted below the anaerobic threshold on the 
functions of neutrophils and circulating monocytes in Wistar rats. Material and Method: This study had an 
experimental design with a single post-test in which subjects of the experimental group exercised in water 
for 30 minutes, whereas the control group was not submitted to any intervention. Functional capacity of 
circulating phagocytes was assessed by means of a phagocytosis assay of Saccharomyces cerevisiae and 
a nitro blue tetrazolium (NBT) reduction test. To compare means between groups, t tests for independent 
samples were used with p set at < 0.05. Results: There were no significant differences as to the total and 
differential number of leucocytes between groups. Nonetheless, not only did the neutrophils of the experimental 
group phagocyte more S. cerevisiae (p = 0.005), but they also reduced NBT more efficiently (p = 0.018) in 
comparison with control subjects. No significant differences in these functional activities were observed in 
circulating monocytes. Conclusion: The exercise performed below the anaerobic threshold was sufficient to 
increase both phagocytic and microbicide activities of neutrophils in animal model, but the same protocol 
did not yield similar results for circulating monocytes.
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Introdução

A importância da imunologia do exercício reside em de-
terminar se as alterações induzidas pelo exercício físico sobre 
o sistema imunitário podem contribuir para a proteção ou 
como coadjuvante ao tratamento de pacientes com câncer, 
diabetes tipo 2, artrites e outras patologias crônicas(1, 2, 28). 
Atualmente as doenças crônicas representam a maior causa 
de morte no mundo(15). Assim, a utilização de intervenções 
não-medicamentosas, visando à ativação imunitária, por 
profissionais da área da saúde, em destaque fisioterapeutas, 
educadores físicos e médicos do desporto, pode contribuir 
para a qualidade de vida dessas pessoas.

Entretanto, para a compreensão dos mecanismos pelos 
quais o exercício físico interfere na resposta imunitária, é 
fundamental investigar se as alterações refletem mudanças 
no número de células imunocompetentes, na capacidade 
funcional ou em ambas(1, 11, 13, 22). Por exemplo, quando o 
exercício é realizado com breve duração (< 1 h), sua intensi-
dade é determinante para a verificação da leucocitose(7). Por 
outro lado, pouco se conhece sobre a capacidade funcional 
de fagócitos(1, 3, 27).

Uma vez que não existem, até o momento, trabalhos 
investigando os efeitos do exercício físico sobre a função 
fagocítica e microbicida de monócitos e neutrófilos circu-
lantes em ratos Wistar, o objetivo deste trabalho consistiu 
em investigar o efeito de uma sessão de exercício com curta 
duração e intensidade leve a moderada sobre a atividade 
funcional de fagócitos em ratos Wistar.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados 16 ratos machos da raça Wistar, com 
massa entre 150 e 200 g, obtidos na Empresa Bioagre (Pla-
naltina-DF). Os animais foram alimentados com ração Labina 
(Purina, São Paulo-SP) e água ad libitum e mantidos em caixas 
de polipropileno (3/caixa) com temperatura mantida a 22°C 
± 2°C, umidade a 55% ± 10% e ciclo claro/escuro de 12 horas 
no biotério do Laboratório de Estudos em Educação Física 
e Saúde (LEEFS). A presente investigação foi aprovada pela 
Comissão de Ética da Instituição (Ofício nº 075/2006).

Delineamento e protocolo experimental

Trata-se de um delineamento experimental com pós-
teste. Após duas semanas no biotério, os animais foram 

divididos aleatoriamente em dois grupos: experimental 
e controle. Sujeitos do grupo experimental (n = 8) foram 
adaptados por três dias ao meio líquido (31°C ± 1°C). No 
primeiro dia, os animais permaneceram por 15 minutos 
em tanque com capacidade para 100 litros, com nível de 
água em 15 cm de altura. No segundo dia, 15 minutos de 
atividade foram iniciados com nível de água em 30 cm, 
enquanto no último dia, o nível de água foi elevado para 
45 cm. Em seguida, cada animal foi individualmente sub-
metido a uma única sessão de natação com duração de 30 
minutos e altura da coluna de água em 45 cm. Os animais 
do grupo controle (n = 8) não foram submetidos a qualquer 
intervenção que envolvesse adaptação ao meio líquido ou 
exercício físico.

Coleta de sangue para as medidas bioquímicas 
e celulares

Após sedação dos animais com éter PA, amostras de 
sangue (2 ml) foram coletadas por punção cardíaca com 
seringas descartáveis e umedecidas com heparina para a 
realização das medidas bioquímicas e celulares.

Leucometria

Amostras de sangue foram diluídas 1:20 em solução 
de Turk(20) e leucócitos foram contados em câmara de 
Neubauer melhorada (Labex, Aparecida de Goiânia, Brasil) 
com auxílio de microscopia óptica utilizando-se da seguinte 
equação: leucócitos/mm3 = [(Q1 +Q2 + Q3 + Q4)/4 x 10 x 
20], onde: Qn = nº de células no quadrante n da câmara; 
10 = fator de conversão para 1 mm3 (profundidade da lâmi-
na); 20 = fator de conversão da diluição. Para a contagem 
diferencial de leucócitos foram observadas cem células em 
campos distribuídos aleatoriamente conforme procedimen-
tos descritos por Silva e Hashimoto(18).

Preparação de leveduras

Para a preparação da suspensão-estoque de leveduras, 
a técnica utilizada foi descrita por Lachmann e Hobart(5), 
em que a modificação da superfície da levedura S. cerevisiae 
possibilita a adsorção do componente C3, assim como 
de moléculas de imunoglobulinas. Brevemente, 50 g de 
fermento fresco (Fleischmann®) foram suspensos em 220 
ml em solução isotônica salina tamponada com fosfato a 
0,05 M (STF), pH 7,2, sendo a suspensão autoclavada a 
120°C por 30 minutos e, em seguida, lavada com a mesma 
solução por centrifugação. Esse procedimento foi repetido 
até se obter sobrenadante límpido, que era desprezado. O 
sedimento era suspenso em 28 ml de STF contendo 0,1 M de 
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2-mercaptoetanol. Após duas horas de incubação a 37°C com 
agitação, a suspensão foi lavada novamente, e o sedimento 
restante, ressuspenso em 55 ml em solução STF contendo 
iodoacetamida a 0,02 M. Após mais duas horas de incubação 
com agitação, a suspensão foi lavada três vezes e ressuspensa 
em 220 ml de STF, pH 7,2. A suspensão foi autoclavada por 
30 minutos a 120°C e, em seguida, lavada com STF, pH 
7,2, por centrifugação, até se obter sobrenadante límpido, 
sendo finalmente ressuspensa em 110 ml de tampão veronal, 
pH 7,2, contendo azida sódica (200 mg/l). A suspensão de 
leveduras era armazenada a 4°C para utilização por período 
não superior a uma semana após sua produção.

Teste de fagocitose

A fagocitose de Saccharomyces cerevisiae foi adaptada a 
partir da técnica descrita por Muniz-Junqueira et al.(8). Bre-
vemente, amostras de sangue (40 µl) em duplicata foram 
pipetadas em lâminas de vidro contendo oito escavações com 
7 mm de diâmetro cada escavação. O material foi incubado 
em câmara úmida por 45 min a 37°C. A seguir, as lâminas 
foram, rapidamente, mergulhadas em solução PBS, pH 7,2 
a 37°C para remover células não-aderidas. Após a lavagem, 
neutrófilos e monócitos permaneceram aderidos nas escava-
ções com aproximadamente as mesmas proporções verifica-
das no sangue. As células aderentes foram então incubadas 
com 20 µl de suspensão contendo 2,5 x 105 leveduras (S. 
cerevisiae) em solução Hanks-tris (Sigma, St. Louis, MO, USA), 
pH 7,2 com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Cam-
pinas, Brasil). Após 30 min de incubação em câmara úmida a 
37°C para permitir a fagocitose, as lâminas foram enxaguadas 
com solução PBS a 37°C para eliminar S. cerevisiae não-fa-
gocitadas e lavadas com SFB a 30% em Hanks-tris a 37°C. 
A seguir foram fixadas com metanol e coradas com solução 
de Giemsa. O número de S. cerevisiae fagocitadas por 200 
monócitos ou 200 neutrófilos em preparações individuais foi 
avaliado por microscopia óptica. Os campos utilizados para 
as contagens foram aleatoriamente selecionados e todos os 
monócitos ou neutrófilos encontrados foram examinados. 
O índice de fagocitose foi calculado como o produto dos 
seguintes fatores: a) média de S. cerevisiae fagocitado por 
monócitos ou neutrófilos, conforme o cálculo; b) propor-
ção de monócitos ou neutrófilos envolvidos em fagocitose, 
conforme o cálculo(10).

Teste de redução do nitroazul de tetrazólio

O teste do nitroazul de tetrazólio (NBT) foi adaptado a 
partir da técnica descrita por Park, Fikrig e Smithwick(14) com 
o objetivo de avaliar o mecanismo microbicida de fagócitos 

por meio de sua habilidade para produzir espécies de oxi-
gênio capazes de reduzir o NBT para a sua forma insolúvel 
(formazan), a qual é identificada sob microscopia óptica 
pela cor azul no citoplasma celular. A quantidade de NBT 
reduzida é diretamente proporcional à quantidade de espé-
cies reativas de oxigênio produzidas por fagócitos, e essas 
moléculas estão entre os principais agentes microbicidas 
produzidos por fagócitos(9,24). Brevemente, fagócitos ade-
ridos às escavações, obtidos como anteriormente descrito, 
foram incubados com solução Hanks-tris contendo NBT a 
0,05% por 20 min a 37°C em câmara úmida. As lâminas 
foram então enxaguadas, fixadas com metanol e coradas 
com solução a 1,4% de safranina e 28,6% de glicerol em 
água destilada. O percentual de fagócitos que reduziu o 
NBT em seu citoplasma foi determinado a partir da con-
tagem de 200 neutrófilos e 200 monócitos encontrados, 
determinando-se aqueles que reduziram o NBT.

Determinação da concentração do lactato 
sangüíneo

Amostras com 25 µl de sangue foram depositadas em 
tubos Eppendorf contendo 50 µl de fluoreto de sódio a 1%. 
O material foi congelado a -20°C para posterior determi-
nação das concentrações de lactato sangüíneo (mMol/l) 
em analisador bioquímico (YSI Model 2700 SELECT, Yellow 
Springs, OH, USA).

Análises estatísticas

O teste t de Student para amostras independentes 
foi utilizado para a comparação entre as médias dos dois 
grupos sobre cada variável dependente. Diferenças com 
valores bicaudais de p < 0,05 foram consideradas estatis-
ticamente significativas. O pacote estatístico SPSS versão 
8.0 foi utilizado para as análises dos dados e elaboração 
das figuras.

A análise exploratória dos dados revelou um caso extre-
mo (outlier) na variável proporção de fagócitos redutores 
de NBT no grupo experimental. Após correção conforme 
procedimentos descritos por Tabachnick e Fidell(21), o 
resultado do teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov 
confirmou a distribuição normal dos dados.

Resultados

Diferença significativa (p < 0,001) foi encontrada entre 
as médias de concentração de lactato sangüíneo para 
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os grupos controle (1,7 ± 0,3 mMol/l) e experimental 

( 2,8 ± 0,5 mMol/l). A comparação entre os valores médios 

de leucócitos totais e diferenciais observados nos grupos 

experimental e controle não revelou diferenças significativas 

dessas freqüências celulares (Tabela 1).

No que se refere às funções fagocíticas de monócitos e 
neutrófilos, alterações foram observadas comparativamente 
entre os grupos e encontram-se representadas na Tabela 2 
e ilustradas na Figura. De modo geral, animais do grupo 
experimental apresentaram função fagocítica aumentada 
quando comparados com os controles. A média do índice 
de fagocitose de neutrófilos nos animais que se exercita-
ram foi quase duas vezes superior em relação ao grupo 
sem exercício. O menor índice de fagocitose verificado no 
grupo controle foi associado tanto ao menor número de 
S. cerevisiae fagocitados como a uma menor proporção de 
neutrófilos fagocitantes. Em contrapartida, não se observou 
diferença estatisticamente significativa no índice de fagoci-
tose para monócitos entre os grupos.

A capacidade para produzir espécies reativas de oxigê-
nio, avaliada por meio do percentual de redução de NBT, 
também foi influenciada pelo exercício físico. Em neutrófilos, 
os resultados revelaram que esse mecanismo microbicida foi 
mais eficiente no grupo experimental quando comparado 
ao controle. Entretanto, monócitos não exibiram diferen-
ças significativas em sua capacidade de redução de NBT 
conforme indicado na Tabela 2 e na Figura.

Tabela 2

Média ± desvio padrão das variáveis de função fagocítica e capacidade de produção 
de radicais de oxigênio microbicida avaliados in vitro para neutrófilos e monócitos 
circulantes, observados para os grupos experimental e controle

Controle (n = 8) Experimental (n = 8) Valor p

Nº de S. cerevisiae 
fagocitadas/monócito 

2,1 ± 0,4 2,3 ± 0,6 0,414

Nº de S. cerevisiae 
fagocitadas/neutrófilo 

2,7 ± 0,7 3,6 ± 1,0 0,06

% monócitos que 
fagocitaram

69,8 ± 12,1 71,8 ± 9,0 0,713

% neutrófilos que 
fagocitaram

78,7 ± 5,6 90,6 ± 8,3 0,005

Índice de fagocitose 
(monócitos)

143 ± 24,5 167,7 ± 55,7 0,271

Índice de fagocitose 
(neutrófilos)

213,1 ± 53,2 328,9 ± 109 0,017

% redução NBT 
(monócitos)

73,7 ± 7,2 73,4 ± 7,7 0,947

% redução NBT 
(neutrófilos)

76,7 ± 10,9 88,2 ± 5,6 0,018

NBT: nitroazul de tetrazólio.

Tabela 1

Média ± desvio padrão observada para os 
grupos controle e experimental sobre a 
contagem total (nº de células x 103/mm3 
de sangue) e diferencial de leucócitos

Controle
(n = 8)

Experimental
(n = 8) Valor p

Leucócitos 
totais

7,6 ± 1,7 7,8 ± 1,0 0,68

Neutrófilos 16,3 ± 5,3 15,6 ± 5,3 0,64

Monócitos 2,9 ± 1,4 3,7 ± 2,0 0,25

Linfócitos 79,9 ± 7,0 82,6 ± 5,4 0,51
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Figura – Capacidade fagocítica de neutrófilos e monócitos dos grupos controle (n = 8) 
e experimental (n = 8). As médias representam o número de Saccharomyces cerevisiae 
fagocitadas (acima), o percentual de fagócitos que fagocitaram (meio) e os índices 
de fagocitose (IF) (abaixo). As linhas verticais representam os intervalos de confiança 
de 95% para as médias. Testes t para amostras independentes foram utilizados para 
comparar os grupos. Diferenças estatisticamente significativas entre grupos foram 
determinadas para valores de p < 0,05

Discussão

Os resultados desta investigação sugerem que a in-
tensidade e a modalidade do exercício realizado foram 
suficientes para estimular a atividade funcional de neu-
trófilos circulantes em ratos Wistar. É importante ressaltar 
que os animais realizaram o exercício com a concentração 
de lactato sangüíneo cerca de 62% abaixo do limiar anae-
róbio previsto para ratos Wistar (7,1 ± 0,2 mMol/l), o que 
é compatível com intensidade leve a moderada conforme 
estudo de Voltarelli, Gobattto e Mello(26), de modo a con-
figurar estresse aplicado ao modelo animal(4).

Como principal resultado deste estudo, neutrófilos 
polimorfonucleares do grupo experimental não apenas 
exibiram maior capacidade fagocítica, representada pela 
captação de leveduras, como também apresentaram maior 
capacidade microbicida, em vista da maior eficiência em 
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reduzir NBT em relação aos controles. Dessa forma, nossos 
resultados corroboram a noção de que o exercício físico 
pode representar um importante mecanismo não-farma-
cológico capaz de proteger hospedeiros contra infecções. 
Por outro lado, os grupos não revelaram diferenças signifi-
cativas na capacidade funcional de monócitos circulantes. 
Esse resultado sugere que o sistema monócitos/macró-
fagos pode depender do protocolo de exercício assim 
como da localização anatômica para a expressão de seu 
fenótipo funcional(27). Monócitos constituem uma classe 
relativamente imatura de fagócitos presentes na circulação 
periférica ou marginadas ao endotélio vascular, fonte essa 
que representa até 70% de sua população e que demanda 
migração para o tecido como requisito para plena dife-
renciação celular(25). Apesar dessa relativa imaturidade, os 
monócitos em nosso estudo ainda assim foram capazes de 
responder ao estímulo antigênico apresentado, indepen-
dentemente de sua condição experimental ou de controle 
(Figura). Dessa forma, pode-se justificar o índice fagocitário 
diferenciado entre monócitos e neutrófilos pelo fato de 
o estresse induzido pelo exercício ter se mostrado insufi-
ciente para induzir alterações significativas sobre o sistema 
nervoso simpático e o eixo adreno-pituitário-hipotalâmico 
a ponto de produzir mediadores hormonais em níveis 
compatíveis com ativação direta sobre monócitos.

Quanto aos efeitos do exercício sobre a contagem dos 
leucócitos totais e diferenciais, os resultados não revelaram 
diferenças significativas entre os grupos. É possível que 
o nível de estresse produzido pelo exercício tenha sido 
insuficiente para induzir significativa desmarginação dos 
leucócitos. Em regra, intensidade e duração do exercício 
são variáveis que determinam a extensão da leucocito-
se(16), e a transiente monocitose verificada sob o estresse 
fisiológico depende do aumento da concentração de 
catecolaminas plasmáticas(6, 23). Entretanto, modificações 
na contagem diferencial nem sempre são acompanhadas 
por alterações funcionais(19), e esse parece ter sido o caso 
para a significativa resposta funcional por neutrófilos 
observada nesta investigação, embora os resultados não 
tenham revelado substanciais diferenças na contagem 
dessas células entre os grupos.

No tocante ao fato de a função de monócitos não ter 
sido influenciada pelo exercício, aventou-se a possibilidade 
de o tamanho da amostra ter sido insuficiente para a verifi-
cação de resultado significativo sobre o índice de fagocitose. 
Entretanto, considerando os respectivos valores das médias 
e dos desvios padrão, com o nível de significância de 5% 
e poder do teste em 80%, o cálculo do dimensionamento 
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amostral fundamentado em teste bilateral para amostras 
independentes revelou uma amostra mínima de 76 animais. 
Portanto, com base nesse resultado, a hipótese de um erro 
tipo 2 parece improvável.

Em conjunto, os resultados deste trabalho, além de 
corroborar outros estudos que sugerem as intervenções 
agudas de intensidade leve a moderada como alternativa 
não-medicamentosa para proporcionar melhoramentos so-
bre o sistema imunitário inato(3, 12, 30), ampliam a concepção 
vigente no sentido de estender o aumento da capacidade 
fagocítica e da microbicidade aos neutrófilos circulantes, 
ao menos em ratos Wistar.

Uma das limitações deste trabalho se refere à impos-
sibilidade natural de extrapolação direta dos resultados 
obtidos em modelos animais para seres humanos. Entre-
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