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Resumo: 

O objetivo principal deste trabalho reside no estudo das consequências do envolvimento 

no treino ao longo da vida de atletas master, com idade acima de 40 anos, na condição física e 

saúde, nomeadamente na imunosenescência e inflamação crónica. Foram ainda examinadas as 

relações entre as respostas imunológicas e as cargas de treino e competição destes atletas ao 

longo de uma época desportiva. O estudo utilizou um grupo de 20 atletas master (53.1 ± 8.8 

anos) envolvidos nos desportos de atletismo, judo e natação residentes na cidade de Coimbra, 

Portugal. Foram utilizados dois grupos controlo, um para avaliar os efeitos do treino ao longo 

da vida e um segundo grupo para avaliar as interações entre treino e envelhecimento. Do 

primeiro grupo fizeram parte 10 pessoas (54.2 ± 5.9 anos) que nunca praticaram treino físico 

regular. O segundo grupo teve na sua constituição 9 adultos-jovens (31.7 ± 3.00 anos). Esta tese 

está organizada em 4 estudos: 

O primeiro estudo, investigou os efeitos do envelhecimento e do treino ao longo da vida 

no VO2max, parâmetros hematológicos básicos e balanço de citocinas pró e anti-inflamatórias e 

sua resposta a uma sessão de exercício agudo. Os nossos dados mostraram que as adaptações 

ao exercício mais relevantes encontradas nos atletas master foi a manutenção da sua capacidade 

aeróbica e um estado anti-inflamatório semelhante ao observado nos adultos-jovens saudáveis. 

O envelhecimento teve os efeitos mais pronunciados nos níveis da IL-10 e no rácio TNF-a/IL-

10.  

No segundo estudo, objetivámos quantificar e caracterizar funcionalmente células T 

reguladoras do sangue periférico, bem como a expressão de um marcador de senescência 

(KLRG1), de atletas master em repouso e após um teste de exercício exaustivo. Nossos 

resultados mostraram que os atletas master tem níveis elevados da citocina imunorreguladora 

IL-10 em repouso e em resposta a um teste de esforço máximo em comparação com o grupo 

controlo da mesma idade. O número das Tregs foi semelhantes para os atletas master e o grupo 

controlo, sugerindo que o treino ao longo da vida não interfere na perda ou aumento no número 

destas células. Parecem, no entanto, existir indícios de que as Tregs estão mais ativadas no 

grupo de atletas masters.  

O terceiro estudo avaliou os efeitos do treino ao longo da vida sobre a senescência e 

mobilização de linfócitos T em resposta ao exercício agudo máximo. Nossos resultados 

mostram que os atletas master apresentam menor % das células T CD4+ naïve e de memória 

central e das células T CD8+ naïve, memória-central e memória-efetora, senescentes. As 

diferenças não foram significativas para as subpopulações das células T CD4+ e CD8+ efetoras 
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senescentes. Quanto ao marcador de apoptose, a expressão do gene FasL foi similar entre os 

atletas master e controlos. As populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ senescentes e as suas 

subpopulações são mobilizadas em resposta ao exercício agudo. O treino ao longo da vida 

levaria ao aumento do espaço imune, porém, uma sessão aguda de exercício físico não parece 

ser suficiente para provocar esse efeito.  

No quarto estudo objetivámos investigar os efeitos de uma época de treino sobre 

mudanças hematológicas e de marcadores salivares em atletas masters. Os resultados do 

presente estudo sugerem que a manutenção do treino regular ao longo de uma época desportiva 

é capaz de provocar mudanças benéficas na composição corporal, e efeitos positivos sobre 

variáveis funcionais, nomeadamente no decréscimo da FCmax e Lacmax necessários para atingir 

o mesmo patamar num teste de esforço máximo. Os atletas apresentam, no entanto, pequenos 

sinais de fadiga acumulada ao longo de uma época de treino e competição, tais como a 

diminuição dos níveis de testosterona salivar e a redução do rácio T/C. 

Os resultados deste trabalho permitiram evidenciar que atletas master são um modelo 

de envelhecimento bem-sucedido. De fato, o treino ao longo da vida não parece ter efeitos 

deletérios no equilíbrio das citocinas pró e anti-inflamatórias e foi capaz de reverter 

parcialmente os efeitos pró-inflamatórios do envelhecimento. Atletas master mantém o número 

e função das células T reguladoras como resposta adaptativa ao exercício. A manutenção de 

altos níveis de aptidão aeróbica durante o curso natural do envelhecimento mostrou prevenir o 

acumular de células T senescentes e, ao mesmo tempo, manter um número suficiente de células 

T naïve capazes de reconhecer e responder a novos antigénios. 
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Abstract: 

 

The main objective of this study was to investigate the consequences of the involvement 

in long-term training of master athletes, aged over 40 years, in the physical condition and health, 

namely in immunosenescence and chronic inflammation, as well as to examine the responses 

training loads and competition in these athletes throughout a sporting season. The study used a 

sample of 20 masters (53.1 8.8 years old) engaged in running, judo and swimming training, in 

the city of Coimbra, Portugal. Two control groups were used, one to evaluate the effects of 

lifelong training (n=10 adults, 54.2 ± 5.9 years old) and a second group to evaluate the 

interactions between training and aging (n=8 young adults; 31.8 ± 3.00 years old). 

This thesis is organized in 4 studies: 

The first study investigated the effects of aging and lifelong training on VO2max, baseline 

haematological parameters and balance of pro and anti-inflammatory cytokines and their 

response to acute exercise. Our data showed that the most relevant adaptations to exercise found 

in master athletes were the maintenance of their aerobic capacity and an anti-inflammatory state 

like that observed in healthy young adults. Aging had the most pronounced effects on levels of 

IL-10 and the TNF-a/IL-10 ratio. 

In the second study, we aimed to quantify and functionally characterize peripheral blood 

regulatory T cells, as well as the expression of a senescence marker (KLRG1), in master athletes 

at rest and after an exhaustive exercise test. Our results showed that master athletes have 

elevated levels of the immunoregulatory cytokine IL-10 at rest and in response to a maximal 

effort test. The number of Tregs cells were the same in masters and in the control group, 

suggesting that lifelong training did not interfere with the loss or increase in the number of 

regulatory T cells. Suggestions that regulatory T cells are more activated in the master athletes 

were also found. 

The third study evaluated the effects of lifelong training on senescence and mobilization 

of T lymphocytes in response to maximal acute exercise. Our results show that the master 

athletes have a lower percentage of the senescent CD4+ naïve and central memory and the CD8+ 

naïve, central memory and memory-effector T cells. The differences were not significant for 

the senescent CD4+ and CD8+ effector T cells. We tested whether senescent effector cells could 

then show differences in apoptosis markers, but FasL gene expression was similar between 

master athletes and controls. The senescent CD4+ and CD8+ T cells and their subpopulations 

are mobilized in response to acute exercise. Lifelong training does seem to increase immune 
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space; however, an acute session of physical exercise does not seem to be sufficient to induce 

this effect. 

In the fourth study, we aimed to investigate the effects of a training period on 

haematological changes and salivary markers in master athletes. The results of the study suggest 

that maintenance of regular training throughout a sporting season can bring beneficial changes 

in body composition, and positive effects on functional variables, namely in decreasing HRmax 

and Lacmax needed to reach the same level in a maximum effort test. Athletes, however, exhibit 

small signs of accumulated fatigue over a period of training and competition, such as decreased 

salivary testosterone levels and reduced T/C ratio. 

The results of this thesis showed that master athletes are a successful aging model. 

Indeed, lifelong training does not appear to have deleterious effects on the balance of pro and 

anti-inflammatory cytokines and could partially reverse the pro-inflammatory effects of aging. 

Master athletes maintain the number and function of regulatory T cells as an adaptive response 

to exercise. Maintaining high levels of aerobic fitness during the natural course of aging has 

shown to prevent the accumulation of senescent T cells while at the same time maintaining 

sufficient numbers of naïve T cells capable of recognizing and responding to new antigens. 
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O interesse sobre o efeito do exercício no sistema imunitário intensificou-se em 1989, a 

partir do trabalho de David Nieman, que mostrou que os indivíduos praticantes regulares de 

exercício físico de intensidade moderada apresentavam menos sintomas associados às infeções 

do trato respiratório superior (IRTS) em comparação com os seus pares sedentários. 

Inversamente, pessoas envolvidas em treino de alto-volume pareciam ter um risco maior de 

infeção (Nieman, Johanssen & Lee, 1989).  

No decorrer de mais de 25 anos de investigação, os estudos sobre os efeitos do exercício 

no sistema imunitário têm-se concentrado no impacto de sessões agudas assim como nos efeitos 

crónicos do treino. Enquanto os atletas têm sido o foco de muitos desses estudos que buscam 

determinar a extensão do declínio imunitário devido ao treino físico excessivo, há também um 

grande interesse em identificar os fatores responsáveis por melhorar a função imune em idosos 

e em imunocomprometidos em decorrência da prática regular de exercício físico moderado 

(Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015).  

Os idosos tendem a ter reduzida função imune, resultando num aumento da incidência 

e severidade de infeções, desenvolvimento de doenças autoimunes e cancro e reduzida resposta 

a vacinas (Simpson, Lowder, Spielmann, et al., 2012). Embora a inflamação transitória seja 

necessária para a recuperação de lesões e infeções, foi levantada a hipótese de que a inflamação 

excessiva no envelhecimento pode ser causada por uma resposta de fase aguda exagerada, que 

pode ser a causa ou a consequência de um atraso na recuperação de uma agressão/ataque que 

promove a inflamação. Sob certas condições, os idosos são capazes de montar uma resposta 

imune adequada, mas não são capazes de terminar completamente a resposta num período de 

tempo normal. Esta incapacidade de resolver completamente uma resposta imune pode 

contribuir para o estado crónico de inflamação de baixo grau associado ao envelhecimento.  

Além disso, a inflamação crónica de baixo grau, também pode servir para preparar o 

corpo para montar uma resposta exagerada a agressões futuras que seriam normalmente menos 

intensas se o sistema imunitário não estivesse previamente ativado. Assim, existe um ciclo 

vicioso em que a resolução incompleta das respostas imunes anteriores é responsável pela 

promoção de futuras respostas imunes exageradas (Woods, Wilund, Martin, et al., 2012). Além 

disso, a reativação de infeções crónicas ocorre com uma frequência maior nos idosos. Infeções 

virais persistentes provocam a expansão de clones de linfócitos senescentes, ocupando uma 

grande proporção do espaço imune que, em condições de baixa exposição a patogénios e 



 

 44 

reativações virais menos latentes, seria ocupado principalmente por linfócitos T naïve. O 

acumular supérfluo de células T experientes em antigénio podem reduzir a saída de células T 

naïve, diminuindo o número e percentagem de células capazes de montar respostas imunitárias 

a novos agentes patogénicos. Nesta situação, estas células T resistentes à apoptose e altamente 

diferenciadas sobrecarregam o espaço imune, resultando numa vigilância imunológica reduzida 

e num risco aumentado de infeção (Simpson, 2011b).  

Não é claro o quanto essas mudanças relacionadas com a idade no sistema imunitário 

são evitáveis e/ou modificáveis devido ao exercício regular. Entretanto, um interessante estudo 

publicado em 2011, por RJ Simpson propôs um modelo teórico para explicar como séries 

frequentes de exercício agudo poderiam criar um espaço imune através da remoção do excesso 

de clones de células T antigénio-específicas terminalmente diferenciadas e, potencialmente 

limitar os efeitos negativos do envelhecimento e infeções virais persistentes sobre a imunidade 

mediada por células T. Uma sessão aguda de exercício aumenta a produção de espécies reativas 

de oxigénio (ROS), glucocorticoides, e citocinas pró-inflamatórias, expondo assim as células T 

senescentes a um meio com estímulos pró-apoptóticos. Recetores de morte na superfície celular 

(Fas / FasLigando (FasL)) são positivamente ativados em células T senescentes, que também 

estão sujeitas a danos oxidativos leves no DNA. Estas células suscetíveis à apoptose, 

juntamente com células naïve e células T de memória, deixam o compartimento sanguíneo 

durante a fase de recuperação do exercício (linfocitopénia) e migram para tecidos periféricos 

específicos. Uma parcela destas células T senescentes subsequentemente sofre apoptose nos 

tecidos periféricos, assim criando um espaço vago. Por conseguinte, o baixo número de células 

T conduz a um ciclo de feedback positivo, aumentando a produção de células T naïve a partir 

do timo ou de locais de desenvolvimento de células T extra-timo (i.e., fígado, intestinos). Estas 

células T recentemente geradas preenchem o espaço vago e contribuem para a expansão do 

reportório de células T naïve (Simpson, 2011b). O autor sugeriu que repetições deste processo 

em resposta ao exercício habitual reduziriam a percentagem de células T senescentes ao longo 

do tempo, diminuindo o risco de infeção e aumentando a longevidade saudável (Simpson, 

2011b). 

Na busca de um modelo onde pudéssemos investigar as respostas a estímulos do treino 

e adaptações a longo-prazo, bem como ao envelhecimento per sé, recorremos a uma população 

de atletas master. Atletas master geralmente mantém seu treino físico ao longo da vida e, 

interessantemente, apresentam menor incidência de doenças crónicas quando comparados com 
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indivíduos saudáveis da mesma idade (Kettunen, Kujala, Kaprio, et al., 2006).  Estes indivíduos 

representariam assim um modelo de “envelhecimento bem-sucedido” (Kusy & Zieliński, 2015; 

Tanaka & Seals, 2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013) sugerindo que, uma prática 

regular e sistemática de exercício ao longo da vida (desporto organizado) tem efeito benéfico 

sobre o processo de envelhecimento.  

Sendo assim, o “modelo de atletas master” providenciaria uma oportunidade única de 

estudar a capacidade (ou falta dela) para manter o desempenho físico de pico e a função 

fisiológica com o envelhecimento humano (Tanaka & Seals, 2008), bem como para determinar 

se o exercício pode realmente criar espaço imune e contribuir para a restauração da função 

imune e longevidade saudável na presença de infeções virais persistentes.  

 

1.1 OBJETIVOS 

 

A participação de atletas master no desporto competitivo é um fenómeno crescente. As 

informações são limitadas, e não se sabe ao certo quais são os potenciais benefícios ou os riscos 

para a saúde da participação de atletas em competições ao longo da vida e na condição de 

master. São numerosos os estudos que avaliaram os efeitos de uma série aguda de exercício 

sobre as respostas imunes. No entanto, a resposta de um determinado parâmetro imune a uma 

série aguda de exercício não pode ser preditiva de como o mesmo parâmetro imunológico 

responde ao exercício a longo prazo. Outros estudos têm utilizado programas de exercício, com 

avaliação da função imune, antes ou após a intervenção. Estudos de intervenção com programas 

de exercício têm sido realizados em adultos mais velhos que vão desde várias semanas até dois 

anos. Uma variedade de tipos de exercício tem sido testada incluindo calisténicos e de treino 

de força, ainda que a maioria dos estudos utilizem o exercício cardiovascular em intensidade 

moderada. Geralmente, as intervenções a longo prazo têm observado melhorias na função 

imune. Em geral, parece que as intervenções a longo prazo (~ 1 ano) têm mais possibilidades 

de demonstrar um impacto significativo sobre a função imunitária. No entanto, mais estudos 

são necessários para determinar claramente o quanto a prática continuada de um exercício ou 

desporto refletem nos parâmetros imunitários, dando informações sobre se as alterações 

induzidas pelo exercício ao longo da vida resultam em benefícios clínicos (menos infeções ou 

menos grave) e claros. 
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Baseado no exposto acima, o objetivo principal desta tese reside no estudo das 

consequências do envolvimento no treino ao longo da vida de atletas master, com idade acima 

de 40 anos, na condição física e saúde, nomeadamente na imunosenescência e inflamação 

crónica, bem como examinar as respostas imunológicas às cargas de treino e competição desses 

atletas ao longo de uma época desportiva.  

A fim de alcançar este objetivo, foram definidos os seguintes objetivos específicos: 

1. Caracterizar o perfil antropométrico, funcional e hematológico de atletas master 

submetidos ao treino ao longo da vida em desporto competitivo e comparar os resultados 

com indivíduos de idade cronológica semelhante que nunca foram submetidos a treino 

físico organizado, denominados grupo controlo; 

 

2. Determinar a influência do treino ao longo da vida e do envelhecimento per sé sobre a 

ativação, senescência e produção de citocinas por células T reguladoras;  

 

3. Verificar a influência do treino sobre a redistribuição de linfócitos T senescentes e em 

resposta a uma sessão máxima de exercício;  

 

4. Analisar o comportamento da contagem de células do sangue periférico e marcadores 

da imunidade das mucosas em função das cargas de treino e ao longo de uma época 

desportiva.  

 

5. Analisar a resposta de parâmetros imunitários e seu comportamento em resposta a um 

protocolo de esforço máximo para explicar que porção da variação depende da idade 

e/ou da aptidão funcional em atletas masters e no grupo controlo;  

 

1.2 ESTUDOS 

 

Nesta tese a resposta adaptativa ao treino ao longo da vida e ao envelhecimento, 

sustenta-se num conjunto alargado de variáveis, que justificam, em nosso entender, a sua 

organização em 4 estudos (seção 1.2).  
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Os estudos foram divididos tendo em conta o comportamento de variáveis com 

afinidade biológica e em ordem sequencial de complexidade mediante o assunto e as técnicas 

utilizadas. 

- Estudo 1: Treino ao longo da vida em atletas master: aptidão funcional, variáveis 

hematológicas e balanço inflamatório de citocinas. 

- Estudo 2: A influência do treino ao longo da vida sobre a ativação, senescência e 

produção de citocinas pelas células T reguladoras. 

- Estudo 3: A influência do treino ao longo da vida sobre a mobilização de linfócitos T 

senescentes em resposta ao exercício agudo máximo. 

- Estudo 4: Respostas de marcadores fisiológicos, hematológicos e salivares durante uma 

época desportiva em atletas master. 
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Estado da arte 
 

Capítulo 2 
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2.1 ASPECTOS GERAIS DO SISTEMA IMUNITÁRIO E EXERCÍCIO  

 

O corpo humano está constantemente sob ataque de agentes invasores (ex., bactérias, 

vírus e fungos) que promovem infeção. Ao reconhecer, atacar e destruir esses agentes invasores 

no organismo, o sistema imunitário protege o corpo contra infeção e tem um importante papel 

na manutenção da homeostasia corporal (Brolinson & Elliott, 2007). Portanto, o sistema 

imunitário é um sistema homeostático crucial no reconhecimento do próprio e remoção do não-

próprio. O sistema imunitário é uma rede complexa de células e moléculas que funcionam para 

proteger o hospedeiro contra microrganismos invasores, prevenir doenças e facilitar a 

cicatrização de feridas. Embora o sistema imunitário seja geralmente dividido em dois grandes 

ramos, inato (não específico) e adaptativo (específico), é importante notar que ambos os braços 

do sistema imunitário funcionam sinergicamente a resposta imune em geral (Brolinson & 

Elliott, 2007; Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015).  

Brevemente, o sistema imune inato fornece a primeira linha de defesa, não específica 

contra agentes invasores e é composto de três componentes principais: (1) as barreiras físicas, 

tais como a pele e as membranas das mucosas que revestem os tratos respiratório, digestivo e 

génito-urinário; (2) células especializadas (por exemplo, fagócitos e células natural killer) 

designadas à destruir invasores, e (3) um grupo de proteínas chamado de sistema do 

complemento. O sistema imune adquirido adapta-se para proteger o organismo contra quase 

qualquer tipo de agente patogénico invasor. O objetivo primário da imunidade adquirida é 

fornecer proteção contra vírus que o sistema imune inato não pode fornecer. As células B e T 

são as principais células deste sistema. As células B produzem anticorpos, enquanto que as 

células T são especializadas em reconhecer e remover antigénios do corpo (Brolinson & Elliott, 

2007). 

A imunidade inata e a adquirida são mediadas pelos leucócitos, células que se originam 

na medula óssea a partir de células tronco hematopoiéticas e que se diferenciam numa variedade 

de células especializadas (Figura 2.1). Os leucócitos são um grupo heterogéneo de células que 

circulam continuamente entre vários tecidos linfoides e órgãos, sangue e linfa (Tossige-Gomes, 

Ottone, Oliveira, et al., 2014). Os leucócitos podem ser divididos em duas categorias: os 

fagócitos (granulócitos – neutrófilos, basófilos, eosinófilos – monócitos e macrófagos) e os 

linfócitos (Brolinson & Elliott, 2007) (figura 2.1).  
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Figura 2.1: A formação de células sanguíneas a partir de células estaminais dentro da medula 

óssea.  

Adaptado de (Brolinson & Elliott, 2007). 

 

O braço inato do sistema imune inclui os fatores solúveis e as células. Os fatores 

solúveis incluem proteínas de complemento responsáveis pela fagocitose, controlo da 

inflamação e interação com os anticorpos, a citocina interferão α / β que limita a infeção viral, 

e peptídeos antimicrobianos como as defensinas que limitam o crescimento bacteriano. As 

células principais do sistema imune inato incluem os neutrófilos que são os primeiros da linha 

defensora contra infeções bacterianas, as células dendríticas (DCs) que servem para organizar 

respostas imunes, os macrófagos que executam importantes funções fagocitárias, reguladoras e 

de apresentação de antigénio, e as células NK que reconhecem células hospedeiras alteradas 

(por exemplo, células infetadas com vírus ou transformadas) (Brolinson & Elliott, 2007). 

A imunidade adquirida (também conhecida como imunidade adaptativa ou específica) 

é delineada para combater infeções, impedindo a colonização de agentes patogénicos e para 

destruir microrganismos invasores. Os linfócitos T são os protagonistas da imunidade celular 

adaptativa. Os linfócitos T CD4+ e T CD8+ reconhecem antigénios na forma de peptídeos 

ligados, respetivamente, às moléculas de classe I e II do Complexo de Histocompatibilidade 
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defended to keep unwanted foreign agents from 
entering the body.  

  Cellular Components (Phagocytes and Natural 
Killer Cells)   Phagocytes and natural killer cells are 
specialized cells that are designed to attack and kill 
invading pathogens. Both cells are members of the 
leukocyte family of blood cells. Leukocytes (white 
blood cells) are a group of special cells designed to 
recognize and wipe out foreign invaders and form the 
second line of defense against foreign agents. A com-
plete discussion of leukocytes and their function is 
beyond the scope of this chapter. Therefore, we will 
provide only a “big picture” overview of leukocytes 
and will focus our discussion on a few key leukocytes 
(phagocytes and natural killer cells) that play major 
roles in the innate immune system. 
  Where do leukocytes come from? All blood cells 
(red and white) are made in the blood marrow, where 
they are produced from common “self- renewing” stem 
cells. These cells are self-renewing because when 
stem cells divide into two daughter cells, one of the 
daughter cells remains a stem cell, whereas the sec-
ond daughter cell becomes a mature blood cell. This 
strategy of renewal ensures that there will always be 
stem cells available to produce mature blood cells. 
  When stem cells divide, the maturing daughter 
cell must make a choice as to what type of blood it will 
become when it matures. These choices are not ran-
dom but are highly regulated by complicated control 
systems.  Figure 6.2  illustrates the process of stem 
cells forming a bi-potential stem cell that then can 

form a variety of different leukocytes.  Table 6.1  pro-
vides a brief description of the function of each of 
these leukocytes. In the next segments we discuss 
three important leukocytes that participate in innate 
immunity by protecting against both bacterial and 
viral infections.        
   Phagocytes  are cells that engulf foreign agents 
in a process called phagocytosis. To remove unwanted 
bacteria, the body produces several different types of 
phagocytes which participate in the innate immune 
system. Two key phagocytes are macrophages and 
neutrophils. Together, these important phagocytes 
form an important line of defense against infection. 
  As illustrated in  Figure 6.2 , macrophages are 
derived from monocytes.  Macrophages  are located in 
tissues throughout the body and are often called “pro-
fessional” phagocytes because they make their living 
destroying bacteria (28). When bacteria enter the 
body, macrophages recognize these invading cells 
and reach out to attach to the bacteria. This results in 
the bacteria being engulfed into a pouch (vesicle) 
which is moved inside the macrophage. When the 
bacterium is engulfed by the macrophage, the bacte-
rium is killed by powerful chemicals and enzymes 
contained within the macrophage (4). 
  Macrophages can also contribute to innate immu-
nity in two other important ways. First, when macro-
phages are destroying bacteria, they give off chemicals 
to increase the amount of blood fl ow to the infected 
site. This increased blood fl ow brings additional leu-
kocytes to the area to take part in the battle of remov-
ing the invading microbes. 

Red blood cells
(Erythrocytes)

Self-renewing stem cell

Bi-potential
stem cell

B cell T cell Natural
killer
cell

Basophil

Eosinophil

Neutrophil

Monocyte Macrophage

Platelets
Megakaryocyte Figure 6.2 The formation of 

blood cells from stem cells 
within the bone marrow. 
See text for details.
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Principal (MHC) ou Antigénio Leucocitário Humano (HLA), presentes na superfície de uma 

célula apresentadora de antigénio. As células T CD4+ podem ser divididas em dois fenótipos 

principais, células T CD4+ do tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2), de acordo com as citocinas que elas 

produzem. As células Th1 desempenham um papel importante na defesa contra agentes 

patogénicos intracelulares, p.ex. vírus, a produção das citocinas interferão-γ (IFN-γ) e 

interleucina (IL) 2, que estimulam a ativação das células T e a proliferação de clones de células 

efetoras. As células T de memória também são geradas, permitindo uma rápida resposta 

secundária após uma exposição subsequente ao mesmo antigénio. As células Th2 produzem IL-

4, IL-5, IL-6 e IL-13 e parecem estar envolvidas na proteção contra os parasitas extracelulares 

e na estimulação da imunidade humoral (a produção de anticorpos e de outros fatores solúveis 

que circulam no sangue e outros fluidos corporais). Portanto, citocinas produzidas pelas células 

Th2 podem ativar linfócitos B, levando à proliferação e diferenciação em células de memória 

(embora alguns antigénios também possam ativar as células B, independentemente das células 

CD4+). As células B são capazes de secretar grandes quantidades de imunoglobulina (Ig) ou um 

anticorpo específico para o antigénio que iniciou a resposta. A ligação de Ig para o seu antigénio 

alvo forma um complexo anticorpo-antigénio e ambos Ig livre e o complexo anticorpo-

antigénio circulam nos fluidos corporais. Um outro conjunto de células T, as células T 

reguladoras (Tregs) de ocorrência natural, expressa o fenótipo CD4+CD25bright e pode suprimir 

a atividade funcional dos linfócitos por mecanismos que provavelmente envolvem a produção 

de citocinas, incluindo IL-10 e o fator de transformação do crescimento beta (TGF-β) (Walsh, 

Gleeson, Shephard, et al., 2011). (A função destas células será descrita em maiores detalhes na 

seção 2.3).  

As células T de memória e naïve apresentam diferenças entre si quanto à expressão de 

moléculas de superfície. O antigénio leucocitário comum CD45 é uma tirosina fosfatase 

envolvida na transmissão de sinais entre as células T e B e expressa duas isoformas diferentes 

na superfície dos linfócitos T durante o processo de diferenciação celular: CD45RA típico das 

células naïve e CD45RO associado aos linfócitos de memória (Pike & Tremblay, 2013). Além 

do CD45, duas outras moléculas de superfície são também capazes de distinguir linfócitos naïve 

e de memória: CD62L e CCR7. O CD62L é uma selectina responsável pela interação dos 

linfócitos e outros leucócitos com o endotélio das vénulas endoteliais superiores. O CCR7 é o 

recetor das quimiocinas CCL19 e CCL21 expressas nos locais de entrada dos linfócitos para os 

linfonodos. As células T naïve apresentam altos níveis de ambas as moléculas, enquanto os 

linfócitos T de memória perdem a expressão do CD62L e/ou do CCR7 (Sallusto, Lenig, Förster, 
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et al., 1999). Outros marcadores fenotípicos já foram identificados. Dentre estas moléculas 

podemos ressaltar a cadeia α do recetor da interleucina 7 (IL-7R), o CD127 e as moléculas 

coestimulatórias CD27 e CD28 (Koch, Larbi, Derhovanessian, et al., 2008). Os marcadores de 

superfície tipicamente utilizados para definir as quatro principais subpopulações de células T 

podem ser resumidos como se segue: naïve (CCR7+, CD27++, CD28++, CD45RA+), memória-

central (CCR7+, CD27+++, CD28+++, CD45RA-), memória-efetora (CCR7-, CD27+/-, CD28+/-, 

CD45RA-) e efetoras-terminais (CCR7-, CD27-, CD28-, CD45RA+). Não só a presença de 

coreceptores difere entre estas subpopulações mas também o nível de expressão do marcador é 

variável (Larbi & Fulop, 2014). Os marcadores clássicos das células T CD4+ e das células T 

CD8+, e uma proposta simplificada de diferenciação está apresentada na Figura 2.2. 

 

 

Figura 2.2. Expressão de marcadores clássicos de diferenciação das células T.  

Além de CD28 / CD27 / CD45RA / CCR7, as células T emigrantes tímicas recentes (denominadas "truly 

naïve") também expressam o CD31. O perfil de expressão das células de memória-central (CM), 

memória-efetora (EM) e células T de memória-efetora que voltam a expressar o CD45RA (TEMRA) 

também é representada. A relação entre a expressão de marcadores de superfície e TRECs/telómeros é 

representada. CCR7: receptor de quimiocina 7; PD1: recetor de morte programada 1; KLRG1: killer cell 

lectin–like receptor; TREC: Círculos de excisão do recetor das células T. Adaptado de Larbi & Fulop 

(2014). 
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O exercício físico tem um profundo efeito no funcionamento normal do sistema imune. 

É geralmente aceito que períodos prolongados de treino intenso podem deprimir a imunidade, 

enquanto o exercício de intensidade moderada é benéfico (Gleeson, 2007).  

O conceito que o exercício pode ter efeitos positivos e negativos no risco de infeção foi 

introduzido pelo Dr. David Nieman quando descreveu a relação entre intensidade/volume de 

exercício e o risco de ITRS pela curva “J” (Nieman, 1994). Neste modelo, o risco de infeção 

muda em função da intensidade e quantidade de exercício que foi executada (Figura 2.3). Por 

este modelo, parece que o exercício físico moderado apresenta efeitos protetores contra ITRS, 

por “estimular” o sistema imune, através dos aumentos encontrados em células natural killer 

(NK), neutrófilos e anticorpos após uma sessão aguda de exercício. Por outro lado, o exercício 

prolongado (›90 minutos) e intenso tem um efeito depressivo no sistema imune, caracterizado 

por uma “janela aberta” durante a qual vírus e bactérias podem crescer, resultando em infeção 

(Figura 2.4). � 

 

 

Figura 2.3: Modelo de curva em forma de "J" da relação entre diferentes quantidades de exercício 

e o risco de ITRS.  

Este modelo propõe que o exercício aeróbico moderado reduz o risco de infeção, ao passo que o 

exercício de alta intensidade / longa duração pode aumentar o risco de infeção. Adaptada de (Brolinson 

& Elliott, 2007). 
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 reasons to explain why exercise reduces the risk of 
infection. First, each bout of moderate aerobic exer-
cise causes an increase in blood levels of natural killer 
cells, neutrophils, and antibodies (9). Therefore, an 
acute bout of exercise provides a positive boost to 
both the innate immune system (natural killer cells 
and neutrophils) and the acquired immune system 
(antibodies). Note that this exercise-induced boost in 
immune function is transient and that the immune 
system returns to pre-exercise levels within 3 hours. 
Nonetheless, it seems that each bout of exercise 
improves immune function against pathogens over a 
short time period, which results in a reduced risk of 
infection (22). Other factors might also contribute to 
the positive impact of routine exercise on the reduced 
risk of infection. For example, people who engage in 
regular exercise may also benefi t from an improved 
psychological well-being (i.e., less emotional stress), 
good nutritional status, and a healthy lifestyle (e.g., 
adequate sleep). Each of these factors has been linked 
to a reduced risk of infection and therefore may also 
be a connection between regular exercise and lowered 
risk for URTI. 
  Although it is clear that aerobic exercise provides 
protection against colds, it remains unknown if resis-
tance exercise training provides the same level of pro-
tection against infection. This is because few studies 
have systematically investigated the impact of resis-
tance exercise on immune function. Nonetheless, based 
on the available evidence, it appears that an acute bout 
of resistance exercise results in a transient increase in 
natural killer cells (15). However, this immune boost is 
temporary because blood levels of primary immune 
cells return to normal within a short period following a 
resistance training session (5). To summarize, it seems 
possible that regular bouts of resistance exercise might 
protect against infection, but additional research is 
required to fi rmly establish that resistance exercise 
alone is effective in providing protection against URTIs.   

  High-Intensity/Long-Duration Aerobic 
Exercise Increases the Risk of Infection 
 The idea that athletes engaged in intense training are 
more susceptible to infections originated from anec-
dotal reports from coaches and athletes. For instance, 
the marathon runner Alberto Salazar reported that he 
caught 12 colds in 12 months while training for the 
1984 Olympic marathon (17). Because Salazar was 
engaged in intense exercise training, many people 
reasoned that the high level of exercise training was 
responsible for his increased number of colds. How-
ever, anecdotal reports do not prove cause and effect, 
and scientifi c studies were required to determine if 
intense exercise training leads to an increased risk of 
infection. In general, many studies support the 

decades old. This idea was introduced by Dr. David 
 Nieman when he described the risk of an upper- 
respiratory tract infection (URTI) as a J-shaped curve that 
changed as a function of the intensity and amount of 
exercise being performed ( fi gure 6.3 ). Note in  fi gure 6.3  
that people engaging in regular bouts of moderate exer-
cise are at a lower risk of an URTI compared to seden-
tary individuals and people who engage in intense and/
or long-duration exercise sessions. For example, mara-
thon runners represent those at the high end of the 
exercise intensity and duration scale. Indeed, running a 
marathon increases the risk of an URTI in the days fol-
lowing the run (24). In the next two segments, we dis-
cuss the reasons why moderate- and high-intensity 
exercise have different effects on the risk of infection.     

  Moderate Aerobic Exercise Protects Against 
Infection   Many studies support the concept that 
people who engage in regular bouts of moderate aer-
obic exercise catch fewer colds (i.e., URTIs) than both 
sedentary individuals and people who engage in high-
intensity/long-duration exercise (22, 23). For example, 
both epidemiological and randomized studies consis-
tently report that regular exercise results in an 18–67% 
reduction in the risk of URTI(9). Interestingly, this 
exercise-induced protection against infection can be 
achieved with many types of aerobic activity (e.g., 
walking, jogging, cycling, swimming, sports play, and 
aerobic dance). In general, it appears that 20–40 min-
utes of moderate intensity exercise (i.e., 40–60% of 
V̇ O 2  max) is adequate to promote a benefi cial effect 
on the immune system. Importantly, this exercise-
induced reduction in the risk of URTI occurs in both 
men and women of all ages (22). 
  The explanation as to why moderate intensity 
exercise protects against URTI remains a topic of 
debate. Nonetheless, there are several possible 
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Figure 6.3 “J” shaped model of the relationship between 
varying amounts of exercise and the risk of URTI. This 
model suggests that moderate aerobic exercise reduces 
the risk of infection, whereas high intensity/long-duration 
exercise may increase the risk of infection (19).
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Figura 2.4: A teoria “janela aberta” é uma possível explicação dos motivos pelos quais o exercício 

de alta intensidade aumenta o risco de infeção.  

Em resumo, o exercício prolongado (por exemplo, maratona) leva à disfunção imunológica que aumenta 

a probabilidade de infeções oportunistas do trato respiratório superior. Por exemplo, depois de uma 

maratona, as seguintes grandes mudanças ocorrem na função imunológica: Diminuição dos níveis 

sanguíneos de células B, células T e células citotóxicas, diminuição da atividade das células NK e função 

das células T, as diminuições na fagocitose de neutrófilos, diminuição nos níveis de Imunoglobulina A 

salivar e aumentos de citocinas pró e anti-inflamatórias. Adaptada de (Brolinson & Elliott, 2007). 

 

 

2.1.1 Exercício agudo e função imune 

 

Há muitos fatores que podem afetar a resposta imune ao exercício agudo, incluindo 

treino, sessões repetidas de exercício e ambientes extremos, mas os fatores que são 

particularmente proeminentes são: intensidade e duração da sessão de exercício, idade, estado 

nutricional e história de infeção. Respostas de subpopulações de leucócitos para um episódio 

de exercício agudo são altamente conservadoras (Tabela 2.1, adaptada de (Pedersen & 

Hoffman-Goetz, 2000). Em geral, mudanças no número de linfócitos no sangue durante e após 

o exercício são principalmente dependentes da intensidade do exercício, ao passo que a duração 

do exercício tem uma influência mais forte sobre os neutrófilos e a contagem de leucócitos 

totais. 
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health (see the Ask the Expert feature for more details 
on diet and immune health). Each of these factors has 
been reported to have a negative impact on immune 
function and therefore could contribute to the increased 
incidence of URTIs in athletes (9).  Figure 6.5  summa-
rizes the factors that may explain why athletes engaged 
in intense training are at a greater risk of infection.     
  Finally, do weeks of intense exercise training 
result in a chronic state of immune depression? The 
answer to this question is no, because following an 
acute bout of exercise, circulating leukocyte number 
and function return to pre-exercise levels within 3–24 
hours (8). Further, comparisons of leukocyte number 
and other markers of immune function between ath-
letes and nonathletes do not differ markedly (8). 
Therefore, in the resting state, immune function is not 
different between athletes and nonathletes. 

 concept that athletes engaged in intensive endurance 
training suffer a higher incidence of URTI compared to 
sedentary individuals or people engaged in moderate 
exercise ( fi gure 6.3 ) (9, 21, 24). For example, com-
pared to the general population, evidence indicates 
that sore throats and fl u-like symptoms are more 
common in athletes involved in intense training 
(11, 24). Indeed, the risk of developing an URTI is two- 
to sixfold higher in athletes following a marathon 
compared to the general public (24). This increased 
risk of illness is a concern for athletes because even 
minor infections can impair exercise performance and 
the ability to sustain intense exercise training (27). 
Further, prolonged viral infections are often associ-
ated with the development of persistent fatigue, 
which poses another threat to the athlete (7). 
  There are several reasons why high-intensity and 
long-duration exercise promotes an increased risk of 
infection (9). First, prolonged (!90 minutes) and 
intense exercise has a temporary depressive effect on 
the immune system. For example, after a marathon, the 
following major changes occur in immune function: 

   ■    Decreased blood levels of B cells, T cells, and 
natural killer cells  

   ■    Decreases in natural killer cell activity and 
T-cell function  

   ■    Decreases in nasal neutrophil phagocytosis  

   ■    Decreases in nasal and salivary IgA levels  

   ■    Increases in pro- and anti-infl ammatory 
cytokines    

 Collectively, these changes result in a depression of the 
immune system’s ability to defend against invading 
pathogens. It has been argued that this immune suppres-
sion following a marathon provides an “open window,” 
during which viruses and bacteria can gain a foothold 
and increase the risk of infection (see   fi gure 6.4 ).     
  The biological reason to explain why intense exer-
cise promotes immune dysfunction is probably related 
to the immunosuppressive effects of stress hormones 
such as cortisol (8). You may recall from chapter 5 that 
prolonged strenuous exercise results in large increases 
in the circulating levels of cortisol. High cortisol levels 
has been reported to depress immune system function 
in several ways (8). For example, high levels of cortisol 
can inhibit the function of specifi c cytokines, suppress 
natural killer cell function, and depress both the pro-
duction and function of T cells (20). 
  Although strenuous exercise can depress immune 
function, other factors may also contribute to the 
increased risk of infection in athletes engaged 
in intense training. For example, athletes engaged in 
intense  training may also be exposed to other potential 
stressors, including a lack of sleep, mental stress, 
increased exposure to pathogens due to large crowds, 
air travel, and inadequate diet to support immune 
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Figure 6.4 The open window theory is a potential expla-
nation for why high-intensity exercise increases the risk of 
infection. In brief, prolonged exercise (e.g., marathon-type 
exertion) leads to immune dysfunction that increases 
the likelihood for opportunistic upper respiratory tract 
infections (21).

Increased
exposure to pathogens

Exercise-induced
immune suppression

Inadequate diet

Mental stress

Lack of sleep

Increased susceptibility
to infection

Factors affecting susceptibility to infection in athletes

Figure 6.5 Several factors may explain why athletes 
engaged in intense training are at a greater risk of infec-
tion; these include increased exposure to pathogens, 
exercise-induced immune suppression, inadequate diet, 
mental stress, and lack of sleep.
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2.1.1.1 Respostas da Imunidade Inata ao Exercício Agudo 

 

A leucocitose é a alteração hematológica mais consistente observada em resposta ao 

exercício exaustivo prolongado, e a magnitude da alteração do número de leucócitos na 

circulação é proporcional à intensidade e duração do exercício (Tossige-Gomes, Ottone, 

Oliveira, et al., 2014). Atletas costumam ter uma supressão transitória da função imunológica 

após um exercício intenso, que pode ser devido ao comprometimento da função dos neutrófilos 

e linfócitos (Santos, Levada-Pires, Alves, et al., 2013). 

 

Tabela 2.1. Efeitos do exercício intenso sobre o sistema imune. 

 Durante o exercício Após o exercício 
Neutrófilos  ­ ­ ­ 
Monócitos ­ ­ 
Células T CD4+  ­ ¯ 
Células T CD8+ ­ ¯ 
Células B CD19+ ­ ¯ 
Células NK  ­ ¯ 
Apoptose de linfócitos ­ ­ 
Resposta proliferativa à mitogénios ¯ ¯ 
Responsividade a anticorpos in vitro ¯ ¯ 
IgA salivar ¯ ¯ 
Resposta de hipersensibilidade do tipo atrasada ¯ ¯ 
Atividade de células NK ¯ ¯ 
Célula matadora ativada por linfocina  ­ ¯ 
Proteína C-reativa ¯ ­ 
Neopterina ¯ ­ 
Concentração plasmática de TNF-a ­ ­ 
Concentração plasmática de IL-1 ­ ­ 
Concentração plasmática de IL-6 ­ ­ ­ 
Concentração plasmática de IL-1ra  ­ ­ ­ 
Concentração plasmática de IL-10 ­ ­ 
Concentração plasmática de TNF-R ­ ­ 
Concentração plasmática de MIP-1, IL-8 ­ ­ 
­, aumento. ¯, diminui. ­ ­ aumento acentuado. TNF-a, fator de necrose tumoral; TNF-R, recetores do fator de 
necrose tumoral; IL, interleucina; MIP, proteína inflamatória de macrófagos. Adaptada de (Pedersen & Hoffman-
Goetz, 2000). 

 

Após uma sessão aguda de exercício, observa-se uma rápida e profunda neutrofilia 

seguida por um novo aumento “tardio” na contagem de neutrófilos no sangue algumas horas 
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mais tarde (Peake & Suzuki, 2004). O aumento inicial é provavelmente devido a demarginação 

causada pelo stresse e pelas catecolaminas, ao passo que, o segundo aumento pode ser devido 

à libertação, induzida pelo cortisol, de neutrófilos a partir da medula óssea (Walsh, Gleeson, 

Shephard, et al., 2011; McCarthy, Macdonald, Grant, et al., 1992). O consenso publicado em 

2011 por Walsh e colaboradores diz, em relação a neutrófilos: o exercício agudo de intensidade 

moderada aumenta a quimiotaxia de neutrófilos, mas não modifica sua capacidade de aderir ao 

endotélio. A adesão endotelial dos neutrófilos é o primeiro passo na migração destas células 

para os locais de lesão ou infeção. Ao serem atraídas ao local de infeção, os neutrófilos, como 

outras células do sistema inato, ingerem e destroem micróbios por fagocitose. Os micróbios são 

atacados e digeridos dentro de vacúolos intracelulares por enzimas granulares líticas 

(desgranulação) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (burst oxidativo/respiratório). A 

desgranulação espontânea dos neutrófilos pode aumentar após o exercício agudo, mas a 

desgranulação de neutrófilos em resposta a estimulação bacteriana parece ser prejudicada. Isto 

indica que, embora o exercício possa mobilizar neutrófilos altamente funcionais para a 

circulação, durante a recuperação, a sua capacidade de responder a estímulos exógenos pode 

estar diminuída. Ademais, o consenso menciona que o burst oxidativo de neutrófilos é muito 

influenciado pela intensidade e duração da sessão de exercício. Além disso, durante a 

recuperação do exercício, o burst oxidativo de neutrófilos continua a ser aumentado após o 

exercício de intensidade moderada, mas é prejudicado/diminuído após o exercício exaustivo ou 

prolongado (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011). Em relação à atividade fagocitária das 

células imunitárias inatas, a posição dos especialistas (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011) 

diz que a fagocitose de neutrófilos é reforçada imediatamente após uma única sessão de 

exercício, enquanto a fagocitose de monócitos pode aumentar após exercício submáximo 

prolongado, mas não após exercício exaustivo. Em monócitos, células da defesa inata potentes 

em produzir muitas proteínas pró-inflamatórias, o exercício agudo provoca monocitose. Esta 

elevação na contagem dos monócitos parece ser transitória (2 horas) e resultado de um 

deslocamento das células do pool dos tecidos periféricos para a corrente sanguínea (Walsh, 

Gleeson, Shephard, et al., 2011).  

Relativamente aos outros leucócitos do sangue, as células NK são rapidamente 

mobilizadas para a circulação em resposta ao exercício agudo, provavelmente por um aumento 

da tensão de cisalhamento (shear stresse) e da depressão induzida por catecolaminas da 

expressão de moléculas de adesão (Timmons, Tarnopolsky, Snider, et al., 2006). Sobre as 

células NK, o consenso de Walsh e colaboradores (2011) relatou que, parece haver um 
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diferencial de mobilização em que as células NK CD56bright são menos sensíveis do que as 

CD56dim. Isto pode indicar uma reduzida capacidade de defesa contra agentes patogénicos 

durante o exercício agudo, uma vez que as células CD56bright são mais citotóxicas. Embora uma 

única sessão de exercício provoque um aumento na citotoxicidade de células NK que é seguida 

rapidamente por uma supressão retardada durante a recuperação de exercício, tornou-se 

evidente que as alterações na proporção de células NK entre as células mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs) são largamente responsáveis pela resposta bifásica na função das 

células NK. De facto, alterações na função de células NK com exercício refletem as alterações 

no número de células NK, resultando muitas vezes no facto de o número de células alvo mortas 

por células NK permanecer inalterado (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011). 

 

2.1.1.2 Respostas da Imunidade Adquirida ao Exercício Agudo 

 

Estudos longitudinais em que os sujeitos, previamente sedentários, comprometem 

semanas ou meses de treino físico não mostram qualquer alteração evidente nas funções de 

células T e B, desde que as amostras de sangue sejam colhidas, pelo menos, 24 horas após a 

sua última sessão de exercícios. Pelo contrário, as funções das células T e B parecem ser 

sensíveis a aumentos na carga de treino em atletas bem treinados que realizam um período de 

treino intensificado, com decréscimos no número de células Th1, redução da resposta 

proliferativa das células T e queda na síntese de Ig estimulada pelas células B. Isto sugere que 

atletas envolvidos em longos períodos de treino intenso podem apresentar diminuições na 

funcionalidade das células T. A causa desta depressão na imunidade adquirida parece estar 

relacionada com hormonas de stresse elevados, em particular o cortisol, e alterações no balanço 

de citocinas pro/anti-inflamatórias em resposta ao exercício. Isto parece resultar numa inibição 

temporária da produção de citocinas pelas células Th1, com um amortecimento relativo da 

resposta do tipo 1 (mediada por células) (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011).  

A proliferação de células T diminui, tanto durante como após o exercício. Este parece 

ser um efeito consistente sempre que mitógenos são utilizados para ativar células T, 

independentemente da modalidade de exercício, intensidade ou duração. Além disso, as 

reduções nas propriedades migratórias e homing de células T foram também relatados durante 

a fase de recuperação de exercícios prolongados (Krüger & Mooren, 2007). Os linfócitos 
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também apresentam uma resposta bifásica transitória ao exercício. Normalmente, uma 

linfocitose é observada durante e imediatamente após o exercício, seguida de uma linfopenia, 

onde o número de células fica abaixo dos níveis pré-exercício durante as fases iniciais de 

recuperação, antes de voltar gradualmente aos valores de repouso (Walsh, Gleeson, Shephard, 

et al., 2011). A capacidade proliferativa de linfócitos é um evento chave na resposta imunitária, 

e a capacidade do hospedeiro para responder a um patogénio pode ser comprometida de forma 

significativa se a proliferação de linfócitos não é adequada. Isto pode resultar num risco 

aumentado de doenças infeciosas e doenças autoimunes (Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et 

al., 2014). 

Por isso, o exercício extenuante é geralmente associado com um aumento dos sintomas 

de ITRS em atletas (Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014), sugerindo que o exercício 

de alto volume pode ter um efeito imunossupressor (Gleeson, 2007). Os mecanismos 

imunológicos que fundamentam este aparente aumento da suscetibilidade à infeção em atletas 

são, provavelmente, multifatoriais e incluem perturbações do compartimento de células T 

(Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014).  A diminuição no número de células T após o 

exercício é em grande parte devido a uma diminuição de células Th1, uma vez que a atividade 

física intensa diminui a percentagem de células Th1, mas tem pouco efeito sobre a percentagem 

das células T tipo 2 (Steensberg, Toft, Bruunsgaard, et al., 2001). Não está claro se essas 

alterações são decorrentes da apoptose ou, como parece mais provável, de uma redistribuição 

de células para outros compartimentos.  

Em resumo, as células T desempenham um papel fundamental na organização e 

regulação da resposta imunitária mediada por células a agentes patogénicos. Uma consequência 

importante de um defeito na função das células T é um aumento da incidência de infeções virais. 

Com isto em mente, tem-se especulado que o aumento da suscetibilidade aparente de homens 

e mulheres desportistas a infeções do trato respiratório pode ser devido a uma diminuição na 

função das células T, induzida pelo exercício.  

 

2.1.2 Exercício crónico e função imune 

 

Na seção anterior, relatou-se que o exercício agudo intenso provoca uma depressão de 
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vários aspetos da função imunológica adquirida. Esta depressão é transitória e o número e 

função celulares geralmente retornam aos valores pré-exercício no prazo de 24h. Entretanto, se 

a recuperação entre as sessões de exercício é insuficiente, como durante períodos prolongados 

de treino intensificado em atletas de elite, esta diminuição temporária na função das células 

pode tornar-se uma depressão crónica da imunidade adquirida. Embora esta deficiência imune 

não seja de carácter clínico, é possível que os efeitos combinados de pequenas alterações em 

vários aspetos da defesa do hospedeiro possam comprometer a resistência a doenças menores, 

tais como infeções respiratórias (ver figura 2.5).  

 

 

Figura 2.5. As hipóteses da " janela aberta".  

Uma única sessão de exercício está associada com um aumento inicial na função imunológica, que é 

rapidamente seguido por um período transitório de imunodepressão (a "janela aberta ") que pode durar 

3-72 h após a sessão inicial de exercício (na maioria dos casos, a função imunológica é restaurada para 

níveis normais no prazo de 24h). Acredita-se que esta "janela aberta" deixa o hospedeiro suscetível a 

infeções oportunistas. Se, um segundo turno de exercício é realizado durante a janela (isto é, sem 

adequada recuperação), então o aumento induzido pelo exercício na imunidade é atenuado e a depressão 

imune pós-exercício é mais severa e prolongada (isto é, a janela é aberta de forma mais larga e durante 

mais tempo), tornando o atleta mais suscetível à infeção. A resposta é agravada com séries de exercícios 

subsequentes que, se concluídas novamente sem a recuperação adequada, podem resultar num estado de 

supressão imune crónica. Adaptado de (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015). 

 endurance exercise are believed to leave an “open window” for opportunis-

tic infections that may last up to 72 h postexercise54 (Fig. 1). When repeated

bouts of acute strenuous exercise are performed without adequate recovery,

this “open window” is prolonged and may cause the transient depressions in

immunity after acute exercise to cumulate, resulting in a chronic state of

impaired immunity. In addition, the physical and psychological stress of

high-intensity training, and travel associated with competition, may increase

pathogen exposure and increase the incidence of viral reactivation, placing

additional burden on the immune system.47 Although this “open window”

is believed to underpin the increased reporting of URTI symptoms in

athletes following prolonged bouts of endurance exercise, it has been

debated whether or not these symptoms are attributable to actual infections.

Indeed, Spence et al.55 obtained throat and nasopharyngeal swabs from

athletes reporting symptoms of URTI and found that pathogens were

isolated in fewer than 30% of the cases, suggesting that noninfectious

factors, such as local inflammation which occurs as a result of increased
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Bout 1 Recovery Bout 2 

3–72h after bout 1 

Recovery Bout 3 Recovery 

3–72h after bout 2 3–72h after bout 3 

State of chronic immune suppression 

Figure 1 The “open-window” hypotheses adapted from the originalmodel proposed by
Pedersen and Ullum.54 A single bout of exercise is associated with an initial enhance-
ment in immune function that is quickly followed by a transient period of immune
depression (the “open window”) that can last for 3–72 h after the initial exercise bout
(although in most cases immune function is restored to normal levels within 24 h). It
is believed that this “open window” leaves the host susceptible to opportunistic infec-
tions. If a secondbout of exercise is performedduring thewindow (i.e., without adequate
recovery), then the exercise-induced enhancement in immunity is blunted and the post-
exercise immune depression is more severe and prolonged (i.e., the window is opened
wider and for longer), rendering the athlete more susceptible to infection. The response
is exacerbated with subsequent exercise bouts that, if completed without adequate
recovery, may result in a state of chronic immune suppression (a third bout is used here
for illustrative purposes, but in reality, it is likely to be many more).

368 Richard J. Simpson et al.
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A resistência reduzida a infeções pode ser o resultado de um sistema imunitário 

enfraquecido induzido pelo exercício crónico intenso. Isto pode afetar não só a imunidade 

mediada por células e inflamação – pela diminuição de macrófagos e a produção de citocinas 

pelas células Th1 (Gleeson, 2007) – mas também as funções imunitárias inatas, como a 

atividade de células NK e o burst oxidativo dos neutrófilos (Nieman, Nehlsen-Cannarella, 

Fagoaga, et al., 1998). 

 

2.1.2.1 Treino de intensidade moderada e efeitos anti-inflamatórios 

 

O efeito protetor de um estilo de vida fisicamente ativo contra doenças (p.ex. associadas 

à inflamação crónica) podem ser atribuídos a um efeito anti-inflamatório do exercício, que pode 

ser mediado não só através de uma redução da massa de gordura visceral (com uma subsequente 

diminuição na produção e liberação de adipocinas pró-inflamatórias), mas também através da 

indução de um ambiente anti-inflamatório, em cada série de exercício (Gleeson, Bishop, 

Stensel, et al., 2011) (figura 2.6). Gleeson numa importante revisão publicada em 2011 

apresentou três possíveis mecanismos dos efeitos anti-inflamatórios do exercício: a redução da 

massa de gordura visceral; aumento da produção e liberação de citocinas anti-inflamatórias pela 

contração muscular (miocinas); redução na expressão dos recetores Toll-like (TLRs) em 

monócitos e macrófagos (com subsequente inibição de respostas downstream, tais como a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e a expressão de MHC e moléculas coestimuladoras). 

Além disso, os estudos com ratos revelaram que os efeitos anti-inflamatórios do exercício 

também dependem de outros mecanismos, tais como a inibição de monócitos e infiltração de 

macrófagos no tecido adiposo e a mudança fenotípica dos macrófagos dentro do tecido adiposo. 

A análise do sangue periférico humano seguindo o exercício revelou uma redução no número 

circulante de monócitos pró-inflamatórios e um aumento no número de Tregs (Figura 2.6) 

(Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). A redução da massa gorda pode prevenir a inflamação 

crónica de baixo grau inibindo as vias inflamatórias (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015; 

Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). Além disso, as reduções induzidas pelo exercício no 

conteúdo de colesterol das membranas celulares que acompanham a perda de gordura podem 

melhorar a sinalização do recetor de células T e a translação das moléculas de MHC para 

apresentação de antigénio (Shaikh & Edidin, 2006). 
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Figura 2.6: Os potenciais mecanismos que contribuem para os efeitos anti-inflamatórios do 

exercício.  

A ativação do eixo hipotálamo-pituitário-supra-renal e do sistema nervoso simpático (SNS) conduz à 

libertação de cortisol e adrenalina do córtex e da medula adrenal, respetivamente. Estas hormonas 

inibem a libertação do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por monócitos. A IL-6 produzida pela 

contração do músculo esquelético também regula negativamente a produção de TNF por monócitos e 

pode estimular a libertação de cortisol. Elevações agudas nos níveis de IL-6 estimulam a libertação do 

recetor antagonista de IL-1 (IL-1ra) a partir de monócitos e macrófagos, aumentando assim as 

concentrações circulantes desta citocina anti-inflamatória. O exercício físico mobiliza Tregs (que são 

uma importante fonte da citocina anti-inflamatória IL-10) e diminui a proporção de monócitos 

inflamatórios (CD14lowCD16+) para monócitos clássicos (CD14hiCD16-). A seguir ao exercício, 

monócitos CD14hiCD16- expressam menos recetor do tipo Toll 4 (RST4), e assim reduzem a resposta 

inflamatória (redução de citocinas pró-inflamatórias e da infiltração no tecido adiposo). O exercício 

também aumenta as concentrações plasmáticas de quimiocinas inflamatórias-chave das células 
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Figure 2 | Potential mechanisms contributing to the anti-inflammatory effects of 
exercise. Activation of the hypothalamic–pituitary–adrenal axis and the sympathetic 
nervous system (SNS) leads to the release of cortisol and adrenaline from the adrenal 
cortex and medulla, respectively. These hormones inhibit the release of tumour necrosis 
factor (TNF) by monocytes. Interleukin-6 (IL-6) produced by contracting skeletal muscle 
also downregulates the production of TNF by monocytes and may stimulate further 
cortisol release. Acute elevations in IL-6 stimulate the release of IL-1 receptor antagonist 
(IL-1RA) from monocytes and macrophages, thus increasing the circulating 
concentrations of this anti-inflammatory cytokine. Exercise training mobilizes regulatory 
T (T

Reg
) cells (which are a major source of the anti-inflammatory cytokine IL-10) and 

decreases the ratio of inflammatory (CD14lowCD16+) monocytes to classical (CD14hiCD16–) 
monocytes. Following exercise, CD14hiCD16– monocytes express less Toll-like receptor 4 
(TLR4), and thereby induce a reduced inflammatory response marked by lower levels of 
pro-inflammatory cytokines and reduced adipose tissue infiltration. Exercise also 
increases plasma concentrations of key inflammatory immune cell chemokines; repeated 
elevations of such chemokines may lead to a downregulation of their cellular receptors, 
resulting in reduced tissue infiltration. A reduction in adipose tissue mass and adipocyte 
size, along with reduced macrophage infiltration and a switch from an M1 to an M2 
macrophage phenotype, may contribute to a reduction in the release of pro-inflammatory 
cytokines (such as IL-6 and TNF) and an increase in the release of anti-inflammatory 
cytokines (such as adiponectin and IL-10) from adipose tissue.

baseline numbers during recovery. However, regular 
exercise appears to reduce the proportion of inflamma-
tory monocytes in the circulation in the resting state. 
For example, a cross-sectional comparison of healthy, 
physically inactive elderly men and women with an age-
matched physically active group indicated that sedentary 
people have a twofold higher percentage of circulating 
inflammatory monocytes21. Furthermore, 12 weeks 
of regular exercise training markedly reduced the 

percentage of inflammatory monocytes in the inactive 
group to the level of the active group, and endotoxin-
stimulated TNF production was reduced substantially 
after the training intervention. Based on previous 
reports that glucocorticoid therapy selectively depletes 
CD14lowCD16+ monocytes82, it is interesting to speculate 
that exercise-induced transient spikes in plasma corti-
sol levels may have a role in reducing the number of 
CD14lowCD16+ monocytes.

Of course, a reduction in the number of inflamma-
tory monocytes in the blood could also be indicative 
of increased monocyte infiltration into the tissues or 
migration of pro-inflammatory monocytes into the lym-
phoid organs83. However, this notion is not supported 
by murine studies that demonstrate reduced leukocyte 
infiltration and inflammation in dermal wound sites 
after exercise84. Further analysis and functional studies 
are needed in humans to confirm that exercise reduces 
the numbers of pro-inflammatory monocytes and that 
this contributes to its anti-inflammatory effects.

Increased circulating numbers of regulatory T cells. 
CD4+CD25+ TReg cells specifically express the transcrip-
tion factor forkhead box P3 (FOXP3)85 and suppress 
immune responses. Studies show that the depletion of 
these cells can lead to autoimmunity and enhances the 
immune response to foreign antigens86–89. Interestingly, 
one study showed that a 12-week programme of Tai Chi 
Chuan exercise induced a substantial increase in circulat-
ing TReg cell numbers22. The production of the TReg cell-
derived cytokines transforming growth factor-β (TGFβ) 
and IL-10 in response to in vitro antigenic stimulation was 
also markedly increased in PBMCs isolated after this exer-
cise programme. Furthermore, a study of patients with 
T2D showed that regular Tai Chi Chuan exercise altered 
the balance between TH1, TH2 and TReg cell subsets by 
increasing FOXP3 but not TGFβ expression90.

In a study that used a running mouse model, the 
responses of circulating TReg cells to moderate- or 
high-intensity exercise training were examined. Only 
the high-intensity training resulted in increases in TReg 
cell numbers, and it was also associated with reduced 
pro-inflammatory and increased anti-inflammatory 
cytokine expression23. Intriguingly, these findings imply 
that high-intensity exercise training might be more ben-
eficial than moderate-intensity training in reducing the 
risk of chronic cardiovascular and metabolic diseases, 
as a result of its anti-inflammatory effects. This notion 
is supported by another recent study that showed that 
a combination of high-intensity aerobic plus resistance 
exercise training, in addition to daily physical activity, 
is required to achieve a significant anti-inflammatory 
effect in T2D patients91.

Other factors. During acute exercise, there is a marked 
increase in the circulating levels of growth hormone, 
prolactin, heat shock proteins and other factors that 
have immunomodulatory effects by influencing leuko-
cyte trafficking and functions92. Thus, these molecules 
may also contribute to the anti-inflammatory effects of 
exercise.
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imunológicas; elevações repetidas de tais quimiocinas pode levar a uma regulação negativa dos seus 

recetores celulares, resultando na reduzida infiltração no tecido. Uma redução no tamanho do tecido 

adiposo e adipócitos, juntamente com a redução da infiltração de macrófagos e a troca do fenótipo M1 

para um de macrófagos M2, pode contribuir para uma diminuição na libertação de citocinas pró-

inflamatórias (tais como IL-6 e TNF-a) e um aumento da libertação de citocinas anti-inflamatórias (tais 

como adiponectina e IL-10) a partir de tecido adiposo. Adaptado de Gleeson et al. (2011). 

 

Implicações 

Os mecanismos subjacentes aos efeitos anti-inflamatórios do treino são complexos e 

ainda não elucidados completamente. Existem dados muito limitados de ensaios clínicos para 

concluir definitivamente que o treino a longo prazo reduz a inflamação crónica (Beavers, 

Brinkley & Nicklas, 2010). 

 

2.2 CÉLULAS T REGULADORAS E EXERCÍCIO 

 

As Tregs são cruciais na manutenção da tolerância imunológica e no controlo negativo 

de respostas imunes patológicas. Tregs podem suprimir a ativação, proliferação e as funções 

efetoras de uma vasta gama de células imunitárias, incluindo células T CD4+ e CD8+, células 

NK, células B e células apresentadoras de antigénios (APCs). Estas células podem suprimir as 

células T efetoras por mecanismos que incluem a competição direta com ligantes estimuladores 

das APCs (p.ex. CD86, CD80) ou através da redução dos níveis de fatores de crescimento 

essenciais, tais como a IL-2. Além disso, as Tregs produzem IL-10 e TGF-β como mecanismos 

adicionais para suprimir a atividade de células-alvo. Tregs expressam o recetor de cadeia α da 

IL-2 (CD25) e o fator de transcrição Foxp3 (forkhead Box P3), um gene de controlo que é a 

chave para o seu desenvolvimento e função (de Moura Braz, de Melo, da Glória Aureliano de 

Melo Cavalca, et al., 2014) (figura 2.7).  
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Figura 2.7. Ilustração de um modelo de duas etapas para o desenvolvimento de Tregs a partir do 

timo.  

(A) Timócitos CD4SP (do inglês single-positive) recebem sinais de alta afinidade / avidez vindos do 

TCR / CD28 que são primeiramente programados pela via NFKB para expressar IL2Rα e IL2Rβ, 

tornando-os altamente responsivos a IL-2. Um segundo passo, que é independente de TCR, mas 

citocina-dependente, é completado quando progenitores recebem sinais da IL-2 transmitida via STAT5 

para conduzir posteriormente a expressão de Foxp3. Esta segunda etapa amadurece e torna as Tregs 

FOXP3+ totalmente funcionais. (B) CD4SP timócitos plotados com base na expressão de CD25 e 

FOXP3 podem ser classificados em (1) células convencionais ou não-Tregs que são CD4+CD25–

FOXP3– (gated em vermelho), (2) progenitores de Tregs CD4+CD25+FOXP3–, que também são 

CD122hi e GITRhi (gated em verde) e (3) Tregs maduras CD4+CD25+FOXP3+ (gated em azul). A 

representativa intensidade do sinal do TCR de cada uma dessas populações relatadas através da 

expressão de NUR77-GFP, é mostrado no histograma no lado direito (adaptado de Mahmud et al. 2013). 

 

O primeiro mecanismo para a indução de FoxP3 nas Tregs desenvolvidas no timo parece 

ser dependente da ativação da via do fator nuclear-KB (NFKB), através do complexo 

CARMA1-BCL-10-MALT1. IKB cinase-β (IKKβ) é ativada por este complexo e por quinase 

TGFp-ativada 1 (TAK1) e, em seguida fosforila o inibidor do NFKB (IKB), conduzindo à 

dissociação de IKB do NFKB e a subsequente degradação de IKB. Uma vez libertado, o fator 
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de transcrição da família NFKB–cREL, transloca-se para o núcleo e liga-se a região CNS3 do 

locus FoxP3. Ainda que menos bem caracterizada, o fator nuclear das células T ativadas 

(NFAT), que é ativado a jusante da sinalização do Ca2+, também pode ter um papel positivo na 

indução de FoxP3 (Figura 2.8). 

 

 

Figura 2.8: Mecanismos moleculares ligando a especificidade do TCR a expressão do FoxP3. 

Adaptado de (Hsieh et al., 2012). 

 

Curiosamente, a via AKT-mTOR (alvo mamário de rapamicina) pode ser um regulador 

negativo da indução de FoxP3 através da fosforilação e inibição de fatores de transcrição 

FOXO, que facilitam a expressão de FoxP3, embora ainda não esclarecido (Hsieh, Lee & Lio, 

2012) (figura 2.8). TGF-β também desencadeia a expressão de precursores do FoxP3 e em 

conjunto com a IL-2, é um regulador chave das vias de sinalização que mantêm a expressão de 

FoxP3 e função supressora nas Tregs (Perry, Pick, Bdolach, et al., 2013; Fu, Zhang, Yopp, et 

al., 2004).  Dado os mecanismos de desenvolvimento das Tregs e seu papel central na 
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Figure 5 | Molecular mechanisms linking TCR specificity to FOXP3 expression. The recognition of a self-antigen–
MHC class II complex by the T cell receptor (TCR) triggers several downstream signalling pathways. The primary 
mechanism for the induction of forkhead box P3 (FOXP3) in developing thymic regulatory T (TReg) cells appears to be the 
activation of the nuclear factor-κB (NF-κB) pathway, via the CARMA1–BCL-10–MALT1 complex. IκB kinase-β (IKKβ) is 
activated by this complex and by TGFβ-activated kinase 1 (TAK1) and then phosphorylates NF-κB inhibitor (IκB), leading to 
the dissociation of IκB from NF-κB and the subsequent degradation of IκB (not shown). Once released, the NF-κB family 
transcription factor cREL translocates to the nucleus and binds to the conserved non-coding sequence 3 (CNS3) region  
of the Foxp3 locus. Although less well characterized, the nuclear factor of activated T cells (NFAT) pathway, which is 
activated downstream of Ca2+ signalling, may also have a positive role in the induction of FOXP3. Interestingly, the  
AKT–mTOR (mammalian target of rapamycin) pathway may be a negative regulator of FOXP3 induction through  
the phosphorylation and inhibition of forkhead box O (FOXO) transcription factors, which facilitate the expression of 
Foxp3. The role of AKT–mTOR signalling in the thymus in inhibiting TReg cell differentiation remains to be clarified. APC, 
antigen-presenting cell; BCL-10, B cell lymphoma 10; CARMA1, CARD-containing MAGUK protein 1; DAG, diacylglycerol; 
ER, endoplasmic reticulum; InsP3, inositol-1,4,5-trisphosphate; InsP3R, InsP3 receptor; LAT, linker for activation of T cells; 
MALT1, mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1; PI3K, phosphoinositide 3-kinase;  
PKCθ, protein kinase Cθ; PLCγ, phospholipase Cγ; STIM, stromal interaction molecule.

Moreover, it is still unclear whether there is dynamic var-
iation in the level of AKT–mTOR activation depending 
on the strength of the TCR–antigen interaction or on the  
activation status of the APCs.

Among the multiple pathways downstream of the 
TCR, the NF-κB pathway appears to be the main one 
involved in thymic TReg cell differentiation37,62,63 (FIG. 5). 
This was first suggested by analyses of mice with muta-
tions in genes encoding components of this signalling 
cascade, such as protein kinase Cθ (PKCθ), CARD-
containing MAGUK protein 1 (CARMA1), B cell lym-
phoma 10 (BCL-10), TGFβ-activated kinase 1 (TAK1) 
and IκB kinase-β (IKKβ). These mice displayed dra-
matic decreases in the frequency of thymic TReg cells 
(reviewed in REF. 64). Moreover, it was observed that 

enforced NF-κB activation via overexpression of a con-
stitutively active form of IKKβ was sufficient to bypass 
the requirement for TCR-mediated recognition of self, 
as it resulted in the development of FOXP3+ TReg cells 
in the thymus of RAG-deficient TCR-transgenic mice 
(expressing either the MHC class II-restricted OT-II 
TCR or the MHC class I-restricted P14 TCR), even 
though neither of these mouse lines normally generates 
TReg cells37. Taken together, these data suggest that NF-κB 
signalling is both necessary and sufficient for thymic  
TReg cell differentiation.

Of the NF-κB family of transcription factors, it 
appears that cREL is the most important for the induc-
tion of FOXP3 expression, although there is some debate 
as to whether it acts as a homodimer or pairs with other 
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homeostasia imune, qualquer perda relacionada com a idade da função das Tregs seria previsto 

contribuir para a atividade imune sobre-ativa encontrada em humanos idosos como a síndrome 

de inflamação crónica e o aumento relacionado com a idade no risco de desordens autoimunes 

(Lages, Suffia, Velilla, et al., 2008; Hampras, Nesline, Wallace, et al., 2012). Por outro lado, o 

aumento relacionado com a idade no número de Tregs poderia resultar em respostas imunes 

comprometidas, aumentando o risco de infeções e doenças malignas entre os idosos. Esta 

expansão da população de Tregs só pode ser considerada fisiologicamente relevante se a função 

supressora das Tregs acumuladas no envelhecimento permanece intacta. Com efeito, a 

produção de IL-10 e a expressão  do FoxP3 pelas Tregs tem sido mostrada ser conservada com 

o envelhecimento (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014) (Figura 2.9 para detalhes). 

 

Figura 2.9. Mudanças relacionadas com a idade na homeostasia das Tregs.  

Em indivíduos jovens as Tregs são geradas no timo e são libertadas como "naïve" na circulação. Depois 

do contato com o antigénio, Tregs evoluem para um fenótipo de memória. A homeostasia das Tregs é 

suportada pela proliferação homeostática de Tregs "naïve" e "memória" bem como a conversão de 

células T não-reguladoras em Tregs. O comprimento dos telómeros e a diversidade dos recetores de 

células T é maior em Tregs-naïve em comparação com as Tregs-memória. Após a puberdade a função 

do timo é progressivamente perdida e em indivíduos mais velhos a proliferação homeostática das Tregs 

existentes bem como a conversão de células T não reguladoras em Tregs compensa a falha do timo em 

manter o pool de Tregs. A replicação homeostática contínua dos telómeros e a diversidade do recetor de 

células T das Tregs está reduzida em idosos em comparação com a de indivíduos jovens. A estimulação 

recorrente de Tregs pode, então, levar a um estado de "diferenciação terminal" com função e fenótipos 

alterados destas células. (adaptado de Fessler et al. 2013). 
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 Como vimos, FoxP3 é o principal regulador da função das Tregs e sua expressão está 

sob o controlo de vários promotores epigeneticamente instáveis e potenciadores. A 

desmetilação de locais de CpG dentro destas regiões está associada com a expressão aumentada 

de FoxP3 e o desenvolvimento de um fenótipo supressor das Tregs. Nesse sentido, Garg e 

colegas examinaram diferenças na expressão de Foxp3 entre ratinhos jovens (3-4 meses) e 

envelhecidos (18-20 meses) da linhagem C57BL/6. O DNA das células T CD4+ era 

hipometilado em ratinhos envelhecidos, os quais também exibiam um aumento do número de 

Tregs e da expressão de FoxP3. Além disso, nos ratinhos envelhecidos, as Tregs tinham maior 

capacidade de suprimir a proliferação de células T efetoras in vitro comparado com Tregs dos 

ratinhos jovens, produziam níveis mais elevados de IL-10 e eram capazes de suprimir a 

expressão de CD86 em DCs mais fortemente do que as Tregs de ratinhos jovens, sugerindo a 

diminuição da atividade das células T. Tomados em conjunto, estes resultados revelam um 

mecanismo potencial do aumento da atividade mediada por Tregs que pode contribuir para um 

aumento da supressão imune com a idade (Garg, Delaney, Toubai, et al., 2014). 

Os estudos em humanos avaliando sangue periférico de indivíduos mais velhos contra 

indivíduos jovens parecem estar de acordo que a percentagem de Tregs CD4+ é maior em 

indivíduos mais velhos (Gregg, Smith, Clark, et al., 2005; Gottenberg, Lavie, Abbed, et al., 

2005; Lages, Suffia, Velilla, et al., 2008). Tregs CD4+FoxP3+ de indivíduos mais velhos 

mostram aumento da expressão de FoxP3 em comparação com Tregs de indivíduos jovens, ao 

passo que o restante do seu fenótipo típico (GITR, CTLA-4 e CD127low) é inalterado (Gregg, 

Smith, Clark, et al., 2005; Lages, Suffia, Velilla, et al., 2008). Hwang e colegas realizaram um 

estudo com humanos focado no efeito inibidor direto das Tregs em células T CD4+ 

convencionais na ausência de APCs desde que as últimas células podem afetar a função das 

células T. Os resultados do estudo enalteceram que a frequência, características fenotípicas e 

função anti-proliferativa das Tregs CD4+FoxP3+ foram comparáveis nos jovens (idade < 40 

anos) e idosos (idade > 65 anos). No entanto, quando células T CD4+CD25– foram estimuladas 

na presença do mesmo número de Tregs (CD4+FoxP3+), a produção de IL-10 a partir das Tregs 

foi suprimida de forma mais potente nos idosos do que nos jovens. Estes achados sugerem que 

o envelhecimento pode afetar a capacidade das Tregs (CD4+FoxP3+) na regulação da produção 

de IL-10 a partir de células T CD4+CD25– em humanos (Hwang, Kim & Kang, 2009).  Isto 

pode ter importantes implicações no desenvolvimento de patologias inflamatórias em idosos, 

considerando esta possível desregulação inflamatória decorrente da diminuição da IL-10. 
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No entanto, uma vez que o número de subconjuntos de células T CD4+ reduz nos idosos, 

não é claro se este aumento relativo das Tregs é devido a uma perda de células T CD4+ naïve 

ou uma expansão real do número absoluto das Tregs (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 

2014). Os resultados de estudos em ratinhos (Chiu, Stolberg, Zhang, et al., 2007; Sharma, 

Dominguez & Lustgarten, 2006) e humanos sugerem que o aumento das Tregs medido em 

indivíduos mais velhos não é simplesmente um aumento relativo devido a uma diminuição em 

outras subpopulações de células T CD4+, mas reflete um aumento em números absolutos de 

Tregs (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014).  

Enquanto o aumento do número de Tregs parece estar amparado por vários estudos, 

devemos levar em consideração um aspeto em particular. Enquanto as Tregs CD4+FoxP3+ são 

derivadas do timo, células com um fenótipo semelhante podem ser induzidas a partir de células 

T convencionais (CD4+CD25–FoxP3–) pelo TGF-β (Feuerer, Hill, Mathis, et al., 2009). Estas 

Tregs induzidas (iTregs) exibem a mesma função imunossupressora como as Tregs naturais 

(nTregs). Mas, enquanto as nTregs aumentam com a idade, dados sugerem que indivíduos mais 

velhos são menos capazes de gerar iTregs quando necessário, provocando seu declínio ao longo 

do tempo (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014). Evidências também sugerem que o 

número de Tregs circulantes aumenta na sequência de uma sessão aguda de exercício máximo 

em humanos (Handzlik, Shaw, Dungey, et al., 2013). Além disso, há suporte científico para 

uma associação entre a carga de treino elevada e o aumento da produção de IL-10 estimulada 

por antigénio in vitro e um maior número de Tregs na corrente sanguínea, apoiando a hipótese 

de que Tregs são mediadoras dos efeitos inibitórios através de aumentos da produção de IL-10 

em indivíduos altamente ativos, e isso pode desempenhar um papel importante na modificação 

do risco de infeção respiratória (Gleeson & Walsh, 2012; Handzlik, Shaw, Dungey, et al., 

2013). Neste caso o aumento da produção de IL-10 pelas Tregs seria um dos mecanismos anti-

inflamatórios do exercício no modelo proposto por Gleeson e colegas (Gleeson, Bishop, 

Stensel, et al., 2011), portanto, benéfico aos indivíduos.  

 

Implicações  

Num estudo que utilizou um modelo de corrida para ratos, as respostas de Tregs 

circulantes para o treino físico moderado ou de alta intensidade mostrou que apenas o exercício 

de alta intensidade resultou no aumento do número de Tregs, e também foi associado com 
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reduzida expressão de citocinas pró-inflamatórias e aumento na expressão de citocinas anti-

inflamatórias (Wang, Song, Tang, et al., 2012). Curiosamente, estes resultados implicam que o 

treino de alta intensidade pode ser mais benéfico do que o treino de intensidade moderada na 

redução do risco de doenças crónicas cardiovasculares e metabólicas, como um resultado dos 

seus efeitos anti-inflamatórios (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). Esses resultados aguçam 

a nossa curiosidade científica em saber o comportamento e possível manutenção da integridade 

e função destas células em atletas master considerando que estudos sobre esta matéria não estão 

disponíveis.  

 

2.3 CITOCINAS 

 

O sistema imune se baseia em respostas imunitárias efetoras adaptadas para erradicar 

agentes patogénicos específicos, bem como circuitos de regulação por feedback fornecidos por 

Tregs e também por citocinas supressoras. As citocinas são um grande grupo de polipeptídeos 

ou proteínas de baixo peso molecular. São mensageiros intercelulares envolvidos nas interações 

entre células, onde sendo que, independente da origem, músculo esquelético ou produzida por 

outras células (p.ex. leucócitos), a principal função das citocinas é regular a função imune. No 

entanto, os seus efeitos de maior magnitude sobre a proliferação celular, diferenciação, 

migração, sobrevivência e a apoptose permitem que elas desempenhem um papel no controlo 

homeostático de vários tecidos, órgãos e sistemas. Por exemplo, em conjunto com hormonas e 

neuropeptídeos, as citocinas são mediadoras das interações entre os sistemas nervoso, 

endócrino e imunitário. Portanto, as citocinas são importantes mediadores de vários aspetos de 

saúde de doença. Elas participam na regulação do apetite, no metabolismo glicémico e lipídico, 

controlam a temperatura do corpo, fadiga, interferem na sensibilidade a insulina e atuam tanto 

nos mecanismos de hipertrofia e atrofia muscular (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015). 

 

2.3.1 Membros da família IL-1 
 

A família da IL-1 está associada com a inflamação aguda e crónica, e desempenha um 
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papel essencial na resposta inata não específica para a infeção. As propriedades biológicas da 

família da IL-1 são tipicamente pró-inflamatórias (van de Veerdonk & Netea, 2013). A família 

da IL-1 tem 11 membros, incluindo as proteínas pró-inflamatórias IL-1a e IL-1β, bem como a 

IL-1ra que tem propriedades anti-inflamatórias. IL-1β é uma citocina altamente inflamatória 

(Dinarello, 2011), principalmente produzida por monócitos, macrófagos, DCs, e por linfócitos 

B e células NK. A caspase-1, uma protease de cisteína intracelular, é responsável pela 

conversão do precursor inativo da IL-1β para a citocina ativa (Figura 2.10) (Schett, Dayer & 

Manger, 2015).  

 

 Figura 2.10. Ativação e sinalização do recetor da IL-1.  

A libertação de IL-1β de monócitos / macrófagos e neutrófilos exige transformação enzimática da sua 

proteína precursora intracelular (pro-IL-1β). Este passo pode ocorrer por duas vias diferentes. O 

precursor de IL-1β, ou seja, pró-IL-1β, pode ser processado por caspase-1 ativa, que é parte do 

inflamassoma (complexo de proteína intracelular). Em adição, as proteases, predominantemente 

derivadas de neutrófilos, podem clivar a pró-IL-1β extracelular. IL-1ra e o recetor solúvel do tipo 2 da 

IL-1 (IL-1R2) são reguladores negativos da via da IL-1 (adaptado de Schett et al. 2015). 
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IL-1α can be stored intracellularly and can be found as 
a cell-bound molecule on the plasma membrane; epi-
thelial cells, for instance, store large amounts of IL-1α. 
Notably, this cytokine is not actively secreted from the 
cells34,35, but is released upon cell necrosis, for example as 
occurring after epithelial damage, myo cardial infarction, 
stroke, tumour decay or acute renal failure. Hence, IL-1α 
can be considered as an alarmin, communicating tissue 
damage and triggering the early phases of sterile inflam-
mation21. Importantly, IL-1α functions immediately upon 
release, as it does not require further maturation steps. 
By binding to IL-1R1, IL-1α can trigger inflammatory 
responses by inducing IL-1β activation and production of 
other cytokines such as TNF or IL-6. In contrast to what 

happens during cell necrosis, during apoptosis IL-1α 
moves to the nucleus owing to a nuclear localization 
sequence in the IL-1α precursor35. This process prevents 
the induction of inflammation during apoptosis.

IL-1Ra and IL-1R2
IL-1Ra, expressed in virtually all tissues, prevents uncon-
trolled activation of the IL-1 receptor by competing with 
IL-1β for binding36,37. IL-1Ra is present in the serum in 
much higher concentrations than IL-1β, but its binding 
to the IL-1 receptor does not induce signalling or cell acti-
vation. Aside from IL-1Ra, IL-1-mediated effects are also 
controlled by IL-1 receptor type 2 (IL-1R2). In contrast 
to IL-1R1, IL-1R2 has mostly suppressive functions, as its 

Figure 1 | Activation and signalling of IL-1. Release of IL-1β from monocytes/macrophages and neutrophils requires 
enzymatic processing of its intracellular precursor protein (pro-IL-1β). This step can occur by two different pathways. 
Caspase-1-mediated cleavage of pro-IL-1β depends on the activation of an intracellular protein complex called the 
inflammasome (inflammasome-dependent IL-1β activation). The inflammasome is induced by damage-associated 
molecular patterns (DAMPs) or pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) such as uric acid crystals, 
double-stranded DNA (dsDNA) or ATP. Alternatively, pro-IL-1β can be cleaved by neutrophil-derived serine proteases 
Kn|a�RToEess�KnFeRenFenV�oH�KnHNammasome�aEVKXaVKon��I.��α is produced and localized intracellularly (for example, in 
epithelial cells). In the event of cell necrosis, IL-1α is released and acts as an alarmin. IL-1α and IL-1β bind to IL-1 
receptor type 1 (IL-1R1) on target cells, engaging IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP) and leading to activation 
of IL-1 receptor-associated kinase 4 (IRAK4) and NFκB, which, in turn, induce the transcription of IL-1 target genes. 
Soluble IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) and membrane-bound or soluble IL-1 receptor type 2 (IL-1R2) are negative 
regulators of the IL-1 pathway. dsRNA, double-strand RNA; ILC3, innate lymphoid cell type 3; MMP, matrix 
metalloproteinase; PGE2, prostaglandin E

2
; RANKL, receptor-activator of NFκB ligand, also known as TNF ligand 

superfamily member 11; T
H
17, T helper 17. 
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A família da IL-1 inclui dois recetores antagonistas, IL-1ra e IL-36Ra (Dinarello, Arend, 

Sims, et al., 2010). IL-1ra está presente no soro em concentrações muito mais elevadas do que 

a IL-1β, mas a sua ligação ao recetor da IL-1 não induz a sinalização ou ativação celular (van 

de Veerdonk & Netea, 2013). Além da IL-1ra, existem duas isoformas intracelulares que são 

consideradas um reservatório de IL-1ra, para ser libertado após a morte da célula, o que limita 

a ação pró-inflamatória dos danos nos tecidos (Garlanda, Dinarello & Mantovani, 2013).  

 

2.3.2 Interleucina-6 
 

A IL-6 é uma citocina multifuncional que exerce os seus efeitos moduladores sobre as 

células que expressam recetores de IL-6 (IL-6R) acoplados a membrana. No entanto, a IL-6 em 

complexo com IL-6R solúvel pode ligar-se a qualquer célula que expresse a glicoproteína 130 

(gp130). Assim, todos os tipos de células podem responder as propriedades pró ou anti-

inflamatórias da IL-6 (Reihmane & Dela, 2014). Em resumo, na sinalização clássica, a IL-6 

liga-se ao seu recetor ligado à membrana (IL-6R) e através da ativação de Janus quinase exerce 

propriedades anti-inflamatórias. Na trans-sinalização, a IL-6 liga-se a forma solúvel do recetor 

de IL-6 (sIL6-R) e forma um complexo binário que pode ligar-se a qualquer célula que expressa 

gp130 na sua superfície. Com a trans-sinalização, a IL-6 exerce as suas propriedades pró-

inflamatórias, por exemplo, recrutamento de células mononucleares e de inibição da apoptose 

das células T (Reihmane & Dela, 2014) (ver figura 2.11 para detalhes). 

A IL-6 está envolvida não só na ativação do sistema imunitário, mas também em 

processos de regeneração, bem como na regulação do metabolismo, na manutenção da 

homeostasia dos ossos, e em muitas funções neurais. Descobriu-se que, em todos os casos 

testados, funções pró-inflamatórias da IL-6 podem ser inibidas por sgp130Fc (chimeric 

designer cytokine receptor), o qual não afeta as respostas IL-6 através do MBIL-6R 

(membrane-bound non-signaling α-receptor IL-6R). As funções de IL-6, tais como o controlo 

metabólico no fígado e regeneração do epitélio do intestino parecem ser mediados através da 

MBIL-6R. De um ponto de vista clínico, há consequências importantes no bloqueio terapêutico 

de IL-6 como um tratamento de doenças inflamatórias crónicas (Figura 2.12) (Scheller, 

Chalaris, Schmidt-Arras, et al., 2011).  
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Figura 2.11. Sinalização do recetor da IL-6.  

A sinalização clássica do recetor de IL-6 ocorre em células que expressam IL-6R (CD126) e gp130 

(CD130). IL-6R é um recetor que liga-se a IL-6, mas não tem propriedades de sinalização. A subunidade 

gp130 é o recetor de transdução de sinal para IL-6 e seus familiares relacionados. Uma forma solúvel 

de IL-6R é libertada a partir da superfície da célula por proteólise e splicing do mRNA do IL6R, e pode 

ligar-se a IL-6 para formar um complexo agonista que sinaliza através de gp130. Este mecanismo de 

trans-sinalização permite que a IL-6 atue sobre as células que carecem de IL-6R. O pleno funcionamento 

do complexo receptor-IL-6 consiste numa estrutura hexamérica em que a IL-6, IL-6R e gp130 existem 

numa estequiometria 2: 2: 2. Ambos os modos de sinalização do recetor de IL-6 levam à ativação gp130 

de Jak1, Jak2 e Tyk2, que liga-se aos locais 1 e 2 dentro da sequência gp130 e uma série de resíduos de 

tirosina proximais (inferior esquerdo) dentro da sequência carboxi-terminal intracelular que ativa 

STAT1 e STAT3 e a cascata de proteína-quinase ativada por mitogénio (MAPK). Os resíduos de tirosina 

incluídos referem-se a funções biológicas definidas (números de posição são para a sequência de gp130 

humano). Tyr759 é crucial para o encaixe da tirosina fosfatase SHP-2 e o inibidor da sinalização do 

recetor de citocina SOCS3. Ambos os fatores atuam como reguladores negativos de sinalização gp130-

STAT. No contexto da infeção, trauma e ferimentos, o sIL-6R é libertado a partir de neutrófilos, 

monócitos e células T infiltrados, mas a trans-sinalização da IL-6 é antagonizada por sgp130 (adaptado 

de (Hunter & Jones, 2015). 
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Figura 2.12. Propriedades pro- e anti-inflamatórias da IL-6.  

A sinalização clássica da IL-6 é essencial para a ativação das vias de sinalização mediadas por STAT3 

que induzem a regeneração das células epiteliais do intestino. Ao contrário, a trans-sinalização conduz 

à ativação do sistema imunitário, através do recrutamento de monócitos para a área inflamada. A trans-

sinalização nas células T conduz à inibição da apoptose, a inibição da diferenciação das Tregs e a 

diferenciação de células Th17 (Scheller, Garbers & Rose-John, 2014; Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras, 

et al., 2011). 

 

 

2.3.2 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) 

 

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pleiotrópica com funções importantes 

na homeostasia e patogenia de doenças (Kalliolias & Ivashkiv, 2016). A superfamília do TNF, 

é composta de 19 ligantes e 29 recetores, e desempenha funções muito diversificadas no corpo. 

TNF-α é conhecido por interagir com 2 recetores distintos, o recetor de TNF 1 (TNFR1) e 

TNFR2, e induz, pelo menos, 5 tipos diferentes de sinais, que incluem a ativação de NFKB, 

vias de apoptose, cinase regulada por sinal extracelular (ERK), proteína ativada por mitógeno 

p38 cinase (p38MAPK), e c-Jun quinase N-terminal (JNK) (Figura 2.13) (Aggarwal, Gupta, 

Kim, et al., 2012; Kalliolias & Ivashkiv, 2016). 
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Figura 2.13: Vias de sinalização de células ativadas por TNF.  

a) TNFR1 é ativado por ambos TNF solúvel e transmembrana. TNFR1 carrega um domínio de morte 

que recruta a proteína adaptadora associada ao domínio de morte de TNFR1 (TRADD). A ligação de 

TNFR1 por TNF solúvel ou TNF transmembrana leva inicialmente ao complexo I, que ativa o NFKB e 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs). A sinalização TNFR1-I complexo induz 

inflamação, degeneração dos tecidos, sobrevivência e proliferação celular, e organiza a defesa 

imunológica contra agentes patogénicos. Tipos de sinalização alternativos, associados com a morte 

celular programada, também podem ser ativados downstream ao TNFR1. A formação dos complexos 

IIa e IIb (também conhecido como ripoptosoma) resulta em apoptose, enquanto que complexo IIc 

(necrosoma) induz necroptose e inflamação. b) TNFR2 é proposto para ser inteiramente ativado 

principalmente pela TNF transmembrana, no contexto das interações célula-a-célula. TNFR2 recruta o 

fator associado-TNFR 2 (TRAF2) via o seu domínio TRAF, provocando a formação de complexo I e a 

ativação downstream de NFKB, MAPKs e AKT. TNFR2 medeia principalmente bioatividades 

homeostáticas incluindo a regeneração de tecidos, a proliferação celular e a sobrevivência celular. Esta 

via também pode iniciar efeitos inflamatórios e hospedar defesa contra agentes patogénicos. MLKL, 

proteína do domínio semelhante a cinase de linhagem mista. Adaptada de (Kalliolias & Ivashkiv, 2016). 

  

A ativação do recetor TNFR1 conduz ao recrutamento de proteínas adaptadoras 

intracelulares (TRADD, FADD, TRAF e RIP), que ativam múltiplos caminhos de transdução 

de sinal. TNFR sequencialmente recruta TRADD, TRAF2, RIP, TAK1, e IKK, que conduz à 

ativação do NFKB31; e o recrutamento de TRADD, FADD e caspase-8, conduz à ativação da 
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caspase-3, que por sua vez induz apoptose. JNK é ativada através do recrutamento sequencial 

de TRAF2, RIP, MEKK1 e MKK7. A ativação de ERK e de p38MAPK é via TRADD, TRAF2, 

RIP, TAK1 e MKK3/6.80. A exposição de células para TNF-a na maioria dos casos resulta na 

geração de espécies reativas de oxigénio, conduzindo à ativação de MKK7 e JNK (Aggarwal, 

Gupta, Kim, et al., 2012). Junto com a IL-1β, TNF-α faz parte das duas primeiras citocinas na 

cascata inflamatória. TNF-α e IL-1β estimulam a produção de IL-6. Altos níveis de TNF-α 

estão associados com mortalidade, demência, fragilidade, doença de Alzheimer e aterosclerose 

em idosos. Por essas razões o TNF-α poder ser um bom biomarcador do envelhecimento (de 

Gonzalo-Calvo, Neitzert, Fernández, et al., 2010). 

 

2.3.4 Interleucina-10  

 

Inicialmente a IL-10 foi descrita como uma citocina produzida pelas células Th2 que 

inibia a função das células Th1 (Moore, Vieira, Fiorentino, et al., 1990). Sabe-se agora que a 

produção de IL-10 não é específica, sendo produzida por praticamente todas as células do 

sistema imune: Tregs, células Th17, monócitos, macrófagos, células dendríticas, linfócitos B e 

linfócitos T CD8+ (Margarida, Anne, Saraiva, et al., 2010; Fujio, Okamura & Yamamoto, 

2010). A IL-10 atua em vários estágios da resposta imune de forma coordenada, e 

eficientemente restringe o processo inflamatório, independente da fonte celular (Banchereau, 

Pascual, O’Garra, et al., 2012; Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011; Fujio, Okamura & 

Yamamoto, 2010). IL-10 afeta muitas funções importantes dos monócitos, macrófagos e DCs, 

desde a fagocitose, a produção de citocinas para a expressão de coestimuladores e o 

processamento e apresentação de antigénios. Também inibe a expressão de moléculas de MHC, 

da molécula de adesão intercelular 1 (ICAM1) e das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 

em células apresentadoras de antigénios, e tem também sido mostrada capaz de promover a 

diferenciação de DCs que expressam baixos níveis de MHC classe II, CD80 e CD86. Além 

disso, ativa uma via pro-tolerogénica em DCs por meio da regulação positiva do recetor da IL-

1, IL-1ra , TGF-b, e moléculas do MHC classe II tais como a HLA-G (Gregori, Tomasoni, 

Pacciani, et al., 2010). Que por sua vez podem contribuir para a indução de IL-10, 

proporcionando um loop autócrino para reforço de imunorregulação. Em resposta a IL-10, as 

DCs podem induzir a produção de IL-10 a partir de subpopulações de células T, o que reforça 

ainda mais imunotolerância e / ou imunorregulação (Banchereau et al. 2012). 
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Figura 2.14. A expressão de interleucina-10 no sistema imunitário.  

a) IL-10 é expressa por macrófagos e DCs mielóides, mas não por DCs plasmocitóides, em resposta a 

produtos microbianos. A quinase extracelular regulada por sinal 1 (ERK1) e ERK2 é uma das cascatas 

de sinalização que é ativada nestas células, resultando na expressão de IL-10. b) Em células Th, a 

expressão de IL-10 é acompanhada pela expressão de citocinas para cada subconjunto, com a exceção 

das Tregs, que normalmente perdem a capacidade de expressar outras citocinas. Embora a diferenciação 

de células Th a partir das células T CD4+ naïve requeira o recetor de células T e a ativação de distintas 

vias de transdução de sinal e ativadores de transcrição (STAT), a ativação da via ERK é um requisito 

comum para a expressão de IL-10 por estas células. Altas doses de antigénio apresentado pelas DCs 

para células T naïve ou IL-12 favorece o desenvolvimento de células Th1 que produzem IFN-γ. As 

células Th1 produtoras de IL-10 requerem uma dose elevada de antigénio e IL-12 e sinalização STAT4 

para a expressão de níveis máximos de IL-10 seguindo a re-estimulação. Em células Th2, IL-4 e vias de 

sinalização STAT6 são necessárias para a expressão de IL-10. A indução de IL-10 pelas células Th17 

não é bem compreendida, mas o TGF-β, IL-6, IL-21 e / ou IL-27 e sinalização STAT3 são suscetíveis 

de estar envolvidas. c) TGF-β pode induzir a produção de IL-10 por células T FoxP3+ e esta citocina 

pode também promover o desenvolvimento de células T FoxP3- produtoras de IL-10 a partir de células 

T naïve. Por outro lado, células T FOXP3+ produtoras de IL-10 podem diferenciar de células T naïve in 

vitro, na presença de TGF-β e ácido retinóico. Adaptado de (Margarida, Anne, Saraiva, et al., 2010). 

 

Nature Reviews | Immunology

Naive 
T cell

b

c

a

TH2 cellIL-10-producing
TH1 cell

IL-10-producing
FOXP3+ TReg cell

IL-10-producing
FOXP3– regulatory T cellTH17 cellTH1 cell

FOXP3+ TReg cell FOXP3– naive T cell
DC

DC

High 
antigen
dose 
or IL-12

High antigen dose

High antigen
dose and IL-12

STAT4
ERK

STAT6
ERK

STAT3
ERK

TGF , IL-6, IL-21
and/or IL-27

TGF TGF

TGF  and
retinoic acid

Signalling pathways?
IL-4

Low ERK expression

High ERK expression

Intermediate ERK 
expression

IL-10 IL-10 IL-10

Intermediate IL-10
production

High IL-10 production

No IL-10 production

IL-10

IL-12

IL-10IFN

Microbial
products

Plasmacytoid DC

Myeloid DC

Macrophage

(JNKs) (comprising JNK1 (also known as MAPK8) 
and JNK2 (also known as MAPK9)); and p38 (REF. 44). 
Following TLR stimulation, activation of ERK modulates 
IL-10 expression30,45–47, and in the presence of chemi-
cal inhibitors of ERK30,45,47 or in ERK-deficient cells46 
IL-10 production by TLR-activated DCs is decreased. 
Furthermore, the differences in IL-10 production by 
macrophages, myeloid DCs and pDCs have been shown 
to correlate with the strength of ERK activation in each 
of these cell types47. Following TLR stimulation, ERK is 
most highly activated in macrophages, with lower activa-
tion of ERK in myeloid DCs and the lowest amount of 
activated ERK in pDCs47 (FIG. 1).

Further studies using cells deficient for tumour 
progression locus 2 (TPL2) or NF-κB1 (also known as 
p105) support the role of ERK in the induction of IL-10. 
TPL2 is an upstream activator of ERK and, following 
TLR stimulation, TPL2 dissociates from the TPL2–
NF-κB1 complex and activates ERK. In the absence 
of NF-κB1, TPL2 is rapidly degraded in the cell and, 
as a consequence, ERK activation by TPL2 is compro-
mised48. In TPL2-deficient macrophages and myeloid 
DCs the amounts of TLR-induced IL-10 were lower 
than in wild-type cells owing to the absence of ERK 
activation47. Similarly, NF-κB1-deficient macrophages 
have lower levels of IL-10 expression than control cells 

Figure 1 | Interleukin-10 expression in the immune system. a | Interleukin-10 (IL-10) is expressed by macrophages  
and myeloid dendritic cells (DCs), but not by plasmacytoid DCs, in response to microbial products. The extracellular 
signal-regulated kinase 1 (ERK1) and ERK2 (which are collectively referred to here as ERK) pathway is one of the signalling 
cascades that is activated in these cells that results in IL-10 expression. For other immune cells, such as B cells, mast cells 
and eosinophils, the exact signalling pathways that lead to IL-10 production remain elusive. b | In T helper (T

H
) cells, the 

expression of IL-10 is accompanied by the expression of the signature cytokines for each subset, with the exception of 
regulatory T (T

Reg
) cells, which normally lose the capacity to express other cytokines. Although the differentiation of T

H
 

cells from naive CD4+ T cells requires T cell receptor triggering and the activation of distinct signal transducer and 
activator of transcription (STAT) pathways, activation of the ERK pathway is a common requirement for IL-10 expression by 
these cells. High doses of antigen presented by DCs to naive T cells or IL-12 favours the development of T

H
1 cells, which 

produce interferon-γ (IFNγ). IL-10-producing T
H
1 cells require high antigen dose and IL-12 and STAT4 signalling for the 

expression of maximum levels of IL-10 following re-stimulation. In T
H
2 cells, IL-4 and STAT6 signalling pathways are 

required for IL-10 expression. Induction of IL-10-producing T
H
17 cells is not well understood, but transforming growth 

factor-β (TGFβ), IL-6, IL-21 and/or IL-27 and STAT3 signalling are likely to be involved. c | TGFβ can induce the production 
of IL-10 by forkhead box P3 (FOXP3)+ T

Reg
 cells and this cytokine can also promote the development of IL-10-producing 

FOXP3– regulatory T cells from naive T cells. Conversely, FOXP3+ IL-10-producing T
Reg

 cells can differentiate from naive 
T cells in vitro in the presence of TGFβ and retinoic acid. 
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Além disso, IL-10 interfere ou completamente inibe a expressão de várias citocinas pró-

inflamatórias e de outros mediadores solúveis, desse modo comprometendo ainda mais a 

capacidade das células T efetoras em sustentar respostas inflamatórias (Fujio, Okamura & 

Yamamoto, 2010). Assim, a IL-10 é um potente promotor de um estado anti-inflamatório 

(Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011).  

 

2.3.5 Citocinas e exercício 

 

Existe uma variabilidade individual considerável na magnitude das mudanças nas 

citocinas plasmáticas após o exercício (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015). Como as 

células imunes, as respostas das citocinas ao exercício são geralmente dependentes da 

combinação do tipo, intensidade e da duração do esforço. O exercício estimula aumentos de 

maior magnitude nas concentrações de várias citocinas na circulação, a destacar a IL-6, IL-8, 

IL-10, IL1-ra, fator estimulador de colónias granulocitárias (G-CSF), e provoca aumentos mais 

modestos no TNF-α, proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), IL-1β, fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF), IL-12p35/p40 e IL-15 (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015).  

 No caso da IL-6, a corrida prolongada produz o maior aumento da sua concentração no 

plasma (Pedersen & Febbraio, 2008). Na verdade, os níveis circulantes de IL-6 podem aumentar 

até 120 vezes após o exercício aeróbico (endurance). IL-1ra (até 90 vezes), IL-10 (até 80 vezes), 

IL-8 (15 vezes) e MCP-1 (até 3 vezes) também aumentam de forma consistente na circulação 

após o exercício (para maiores detalhes Peake et al. 2015). O aumento transitório na IL-6 na 

circulação durante o exercício parece ser responsável por um aumento subsequente nos níveis 

das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e IL-1ra. Parece que a liberação de cortisol pelas 

glândulas adrenais e a supressão do níveis de TNF-a estimulada por endotoxina são os 

mecanismos clássicos dessa relação (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011).  

As citocinas também são produzidas por leucócitos, porém os glóbulos brancos são 

provavelmente apenas uma fonte menor de citocinas após o exercício (Peake, Della Gatta, 

Suzuki, et al., 2015). A expressão de mRNA das citocinas IL-1β, IL-1ra, IL-8 e IL-10 nos 

leucócitos aumenta após o exercício, enquanto que a expressão de mRNA da IL-6 permanece 

inalterada (Tabela 5.4). Em relação às mudanças na expressão das citocinas ou na sua secreção 

pelos linfócitos T após o exercício, observou-se que secreção de citocinas Th1 (IL-2 e TNF-α) 
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e de citocinas Th2 (IL-6, IL-10) após estimulação com fito-hemaglutinina aumentava após o 

exercício (Kakanis, Peake, Brenu, et al., 2014). Parece também que a produção de citocinas 

durante o exercício está condicionada a mudanças no número de certos subconjuntos de células 

T (LaVoy, Bosch, Lowder, et al., 2013). 

 

2.3.6 Balanço de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 
 

O papel da inflamação no processo de envelhecimento e doenças relacionadas com a 

idade tem sido claramente estabelecido em diversos estudos epidemiológicos sobre adultos 

mais velhos. Embora a inflamação aguda seja normalmente controlada e é uma parte do 

processo de cura, a elevação de baixo grau de marcadores inflamatórios observada em adultos 

mais velhos tem sido associada a um número de doenças crónicas, tais como doença 

cardiovascular, diabetes, deficiência física e declínio cognitivo em idosos. Uma série de 

marcadores inflamatórios, especialmente IL-6, TNF-a e proteína C-reativa (CRP) têm as 

associações mais consistentes com doenças crónicas e deficiências relacionadas com a idade. 

A CRP é uma proteína de fase aguda produzida pelo fígado, em resposta a aumentos na 

expressão de IL-6 (Singh & Newman, 2011). 

Muitos mecanismos provavelmente contribuem para a inflamação associada à idade. 

Assim como em todos os outros sistemas fisiológicos, há significante declínio na função 

imunológica com a idade que promove inflamação, o estado inflamatório de baixo grau no 

envelhecimento é também uma consequência clara das doenças crónicas relacionadas com a 

idade (Chung, Cesari, Anton, et al., 2009). Elevações de 2 a 4 vezes nos níveis circulantes de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNF-a e proteínas de fase aguda como a CRP e 

proteína amilóide A (SAA – do inglês Serum amyloid A), são típicas do envelhecimento quando 

comparadas com indivíduos jovens, mesmo na ausência de doenças crónicas (Bruunsgaard & 

Pedersen, 2003).  

A inflamação sistémica de baixo grau está envolvida na etiologia de muitos estados de 

doença crónica e o exercício regular pode reduzir o risco de doença devido aos seus efeitos anti-

inflamatórios. Vários mecanismos têm sido propostos para explicar os meios pelos quais o 

exercício reduz a inflamação sistêmica de baixo grau associada à obesidade e ao 

comportamento sedentário (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). O exercício regular reduz a 
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massa de gordura visceral, que quando acumulada resulta em elevada produção de adipocinas 

pró-inflamatórias (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). A libertação de citocinas anti-

inflamatórias na sequência de uma sessão aguda de exercício pode também contribuir para a 

redução da inflamação sistémica. A IL-6 libertada a partir do músculo esquelético durante o 

exercício resulta num aumento subsequente da IL-10 e da IL-1ra, ambos considerados anti-

inflamatórios (Steensberg, Fischer, Keller, et al., 2003). Além disso, as hormonas libertadas 

durante o exercício têm propriedades anti-inflamatórias: cortisol atua como um mediador anti-

inflamatório e a adrenalina regula negativamente a produção das citocinas inflamatórias IL-1β 

e TNF-a. O exercício também regula negativamente a expressão dos recetores de superfície 

TLRs em monócitos e macrófagos, e por sua vez reduz a sua cascata inflamatória. O exercício 

também pode promover a comutação de macrófagos inflamatórios M1 em macrófagos anti-

inflamatórios do tipo M2 e reduzir a infiltração de macrófagos no tecido adiposo, resultando 

numa redução na produção de citocinas inflamatórias (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015; 

Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). 

 

Implicações 

As consequências do treino ao longo da vida no envelhecimento não são claras, em 

grande parte devido à dificuldade em dissociar os efeitos do envelhecimento normal daqueles 

provocados pela prática de exercícios físicos regulares durante a vida. Além disso, os dados 

sobre o papel das citocinas no envelhecimento são conflitantes (de Gonzalo-Calvo, Neitzert, 

Fernández, et al., 2010; Della Gatta, Garnham, Peake, et al., 2014). Alguns sugerem que a 

resposta inflamatória ao exercício casual aumenta com a idade, enquanto que o treino físico 

regular pode ajudar a normalizar essa resposta inflamatória (Della Gatta, Garnham, Peake, et 

al., 2014).  
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2.4 IMUNOSENESCÊNCIA E EXERCÍCIO FÍSICO 

 

A resistência de um organismo à doença e à infeção é comprometida com a idade devido 

ao aparecimento de declínios inevitáveis no funcionamento normal do sistema imune (Simpson, 

Lowder, Spielmann, et al., 2012). A deficiência nas funções de macrófagos em idosos pode 

prolongar o processo de infeção, levando ao aumento da vida útil do agente patogénico e maior 

potencial de danos ao hospedeiro. Além disso, é possível que idosos que tenham predisposição 

para cancro ou doenças autoimunes / inflamatórias, apresentem níveis basais de inflamação 

mais elevados, os quais podem dificultar a resolução de respostas imunes a agentes infeciosos. 

O decréscimo no número, na função das células B (a produção de anticorpos) e na proliferação 

poderia traduzir numa resposta imune adaptativa mais fraca ao agente patogénico, conduzindo 

ao aumento da gravidade e do tempo de infeção. A depleção do pool de células T naïve 

associada ao envelhecimento pode resultar em menos células naïve capazes de responder a 

novos antigénios; na verdade, o pool alargado de células de memória pode realmente impedir 

que as populações de células naïve sejam capazes de proliferar e expandir em número suficiente 

(Senchina & Kohut, 2007). 

O braço adaptativo do sistema imunitário (isto é, células T, células B e seus produtos) 

parece ser o mais afetado com o aumento da idade, nomeadamente as alterações no interior do 

compartimento das células T (isto é, o rácio CD4/CD8 invertido, baixas respostas proliferativas, 

o aumento do número de células de memória e baixa produção de IL-2) são características 

marcantes do perfil de risco imune (IRP) - uma mistura de biomarcadores imunes que foram 

utilizados para prever morbidade e mortalidade em idosos (Pawelec, 2006). Muitos 

biomarcadores associados ao IRP são positivamente exibidos em idosos fisicamente ativos em 

comparação com os seus idosos sedentários (Simpson & Guy, 2010). Uma relação CD4:CD8 

invertida está associada com o envelhecimento devido a um acumular de células T CD8+ 

oligoclonais, em resposta a estimulação antigénica persistente e / ou devido a aumentos 

associados à idade das células T CD8+ resistentes à apoptose. Por conseguinte, uma relação 

CD4:CD8 invertida <1.0 é geralmente indicativa de um repertório reduzido de células T naïve 

e uma capacidade diminuída para responder a novos agentes patogénicos. Embora uma relação 

CD4:CD8 invertida em idosos faça parte do IRP, o exercício regular parece não ter efeito sobre 

as relações CD4:CD8 no sangue de adultos mais velhos, quando posteriormente avaliados em 

repouso. A maioria dos estudos transversais relataram aumento da proliferação de células T em 

adultos mais velhos fisicamente ativos em comparação com os seus homólogos sedentários. Por 
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outro lado, os estudos longitudinais não relataram alteração na proliferação de células T em 

resposta a intervenções de exercício aeróbico ou de força. A ativação e proliferação dos 

linfócitos T durante o reconhecimento do antigénio é dependente da secreção de IL-2 e a 

expressão de seus recetores. A síntese da IL-2 e a expressão do recetor de alta afinidade IL-2RS 

é prejudicada com a idade e associada com o IRP em idosos.  

A involução do timo e a redução no repertório de linfócitos T naïve, pode explicar a 

frequência reduzida de células T que podem produzir e responder a IL-2 com o avanço da idade. 

A interpretação de dados disponíveis de estudos transversais é de que a IL-2 é maior em idosos 

que praticam exercício habitualmente, em comparação com os seus homólogos sedentários 

(Simpson & Guy, 2010). Mulheres atletas master tinham mais do que o dobro do número de 

células T CD8+ que expressam IL-2 intracelular seguindo estimulação por mitogénio, em 

comparação com não-atletas da mesma idade (Beshgetoor, Arrues & McGuire, 2004). 

Curiosamente, o exercício não teve efeito sobre os números de células T CD4+ que expressam 

IL-2 intracelular (Beshgetoor, Arrues & McGuire, 2004). Shinkai e colegas verificaram maiores 

concentrações de IL-2 no sobrenadante de culturas de PBMCs estimuladas com 

lipopolissacarídeo (LPS) em idosos corredores habituais em comparação com sedentários 

controlos pareados por idade. Este aumento na secreção de IL-2 pode explicar a maior 

proliferação de células T observada nos corredores mais velhos (Shinkai, Kohno, Kimura, et 

al., 1995).  

A expansão clonal de células T, em resposta a um estímulo antigénico é um processo 

fundamental da imunidade adaptativa, permitindo a formação de antigénios específicos de 

células T efetoras para combater agentes patogénicos invasores. No entanto, esta expansão 

clonal não é infinita, e após ciclos repetidos e excessivos de divisão celular, as células T sofrem 

paragem (arrest) do ciclo celular e tornam-se senescentes. Neste estado, as células T não serão 

mais clonalmente expandidas sob futura estimulação antigénica, mas ainda mantém as 

propriedades de células efetoras (por exemplo, reconhecer e matar as células infetadas por 

vírus) e ainda são capazes de produzir grandes quantidades de citocinas pró-inflamatórias, como 

TNF-a (Spielmann, McFarlin, O’Connor, et al., 2011; Simpson & Guy, 2010) (ver detalhes na 

Figura 2.15).  

 



 

 83 

 

Figura 2.15: Expansão de clones de células T.  

A estimulação antigénica faz com que células T proliferem (expansão clonal via divisão celular) e 

diferenciem-se em células T efetoras que desempenham funções especializadas, tais como a secreção 

de citocinas, reconhecimento e morte de células alvo, e a ativação de macrófagos e células. A exposição 

antigénica repetida (isto é, durante todo o tempo de vida), aumenta a frequência de células T senescentes 

no sangue e nos tecidos. O aparecimento de células T senescentes ocorre devido ao excesso de expansões 

clonais que ocorre como parte de uma resposta imune normal aos agentes patogénicos que invadem ou 

reativam infeções no organismo ao longo da vida. Isso, juntamente com a redução do número células T 

naïve recém-funcionais em decorrência do timo atrofiado, contribui para a diminuição do repertório de 

células T naïve (isto é, reduzido espaço imunitário). Assim, a exposição repetida a estímulos antigénicos 

ao longo da vida (ou seja, a reativação de infeções virais latentes) leva a maiores rondas de divisão 

celular e a senescência prematura. À medida que essas células T senescentes ainda preservam funções 

de células efetoras (ou seja, morte de células infetadas por vírus) e são altamente pró-inflamatórias, o 

seu acumular no sangue e nos tecidos também pode contribuir para um certo número de patologias 

associadas com a inflamação (Adaptado de Simpson & Guy, 2010). 
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CMV-seronegative counterparts, and CMV-specific CD8+ T
cells in older infected patients are mostly KLRG1+ and
CD28j (11), which indicates that persistent CMV infection
induces senescence in CD8+ T lymphocytes. Conversely, most
CMV-specific T cells in the young retain CD28 expression
(17), indicating that these CMV-specific T cells might
become senescent in later life after subsequent reactivations
of the virus. As a consequence of aging, which is associated
with a greater exposure to pathogens and increased frequency
of viral reactivations throughout the lifespan, naı̈ve antigen
virgin T cells are gradually replaced with expanded clones
of effector and effector-memory T cells that have a late-stage
differentiation phenotype and limited antigenic specificity.
This expansion of CMV-specific T-cell clones drastically

reduces the naı̈ve T-cell repertoire and compromises T cellY
mediated immunity to recognize and respond to novel path-
ogens, the resulting effect being increased morbidity and
mortality mostly caused by novel pathogen incursion (i.e.,
influenza).

The Rationale for Making Space
The expansion of senescent CD8+ T-cell clones associated

with persistent viral infections are believed to occupy a large
proportion of the immune space that, under conditions of low
pathogen exposure and fewer latent viral reactivations, would
mostly be taken up by naı̈ve T-cells. As the total number of
peripheral T cells is tightly regulated, a superfluous accumula-
tion of antigen-experienced T cells might reduce naı̈ve T-cell

Figure 2. Immune responses to persistent viral infections lowers the immune space. naı̈ve or memory T cells receive an antigenic stimulus in response to
novel pathogen incursion or latent viral reactivation. naı̈ve (CCR7+/CD27+/CD28+/CD45RA+/CD62L+) or memory (CD27+/CD28+/CD45RO+) CD8+ T cells
subsequently undergo clonal expansion and differentiate into antigen-specific effector T cells. Depending on the number of cell replications that have
occurred, T cells will exhibit a lowly differentiated (CD27+/CD28+/CD45RO+), highly differentiated (KLRG1+/CD27j/CD28+/CD45RO+), or a senescent
(KLRG1+/CD28j/CD57+) phenotype. T cells that have undergone excess rounds of cell division have critically short telomeres, are more resistant to apoptosis
(CD95Lo), and undergo proliferative arrest (senescence). After clonal expansion, viral-specific CD8+ effector T cells migrate to sites of infection via the
peripheral blood compartment and kill infected cells in the tissues. When the infection is resolved, a portion of the viral-specific effector T cells survive and
become part of the memory T-cell pool, although most of the excess effector T-cell clones are selected to undergo programmed cell death (apoptosis).
However, because many viral-specific terminally differentiated T cells develop an increased resistance to apoptosis, some survive and enter the memory
T-cell pool via ‘‘the back door.’’ In response to persistent viral infections (i.e., cytomegalovirus (CMV)), the number of excess oligoclonal T-cell clones
increases with each reactivation of the viruses, drastically reducing the naı̈ve T-cell repertoire over time, manifesting as an IRP in later life. The overall effect is
lowered immune responses to novel pathogens, increased infection risk, and premature mortality. Advancing the problem is the tightly controlled
homeostasis of peripheral T-cell numbers by a looped feedback mechanism that involves interlukin-7 (IL-7) and the thymus. Excess T-cell numbers (caused
by accumulated senescent T cells) inhibit naı̈ve T-cell output and augments thymic involution. However, this negative feedback is reversed when peripheral
T-cell numbers are low and enough thymic tissue still remains. CD, cluster of differentiation; CCR, chemokine receptor; KLRG1, killer-cell lectin-like receptor G1.
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Os efeitos benéficos do exercício podem vir tanto de perspetivas de prevenção e / ou 

rejuvenescimento (Simpson & Guy 2010). A partir de um ponto de vista da prevenção, o 

exercício pode provocar efeitos secundários sobre o sistema imune, devido as suas bem 

conhecidas propriedades redutoras de stresse, limitando assim o potencial de reativação viral 

latente induzida por stresse e erosão dos telómeros. A partir de um ponto de vista do 

tratamento/rejuvenescimento, o exercício regular pode levar à destruição do excesso de clones 

virais específicos de células T por meio de apoptose, liberando o ''espaço imune'' que pode ser 

ocupado pelas células T naïve e expandindo o repertório antigênico de células T (Simpson, 

2011a). Para que este processo aconteça, Simpson e Guy 2010 propuseram três fases distintas 

que devem ocorrer: 1) uma mobilização seletiva de células T senescentes dos tecidos periféricos 

para o compartimento do sangue durante o exercício; 2) extravasamento de células T 

senescentes da circulação e sua posterior apoptose nos tecidos periféricos durante a recuperação 

do exercício; 3) geração subsequente de células T naïve para substituir as células senescentes 

deletadas. Detalhadamente, o exercício agudo provoca a mobilização preferencial de células T 

altamente diferenciadas e senescentes dos tecidos periféricos para o compartimento do sangue 

(linfocitose), sob a influência de catecolaminas. O exercício, por sua vez, aumenta a produção 

de espécies reativas de oxigénio (DelaRosa, Pawelec, Peralbo, et al., 2006), glucocorticoides, 

e citocinas pró-inflamatórias, expondo assim as células T senescentes a um meio de estímulos 

pró-apoptóticos. Recetores de superfície celular de morte (Fas / FasL) são up-regulados em 

células T senescentes, que também estão sujeitos a danos oxidativos de DNA no sangue. Estas 

células suscetíveis a apoptose, juntamente com células T naïve e de memória danificadas, saem 

do compartimento sanguíneo durante a fase de recuperação do exercício (linfocitopenia) e 

migram para tecidos específicos. Uma parte destas células T senescentes subsequentemente 

sofrem apoptose nos tecidos periféricos, assim criando um espaço vago. Por conseguinte, o 

reduzido número de células T conduz a um feedback positivo, aumentando a saída de células T 

naïve do timo ou de locais de desenvolvimento de células T extra-timo (isto é, fígado, 

intestinos). Estas células T recém-geradas preenchem o espaço vago e contribuem para um 

repertório expandido de células T naïve. Repetições deste processo em resposta ao exercício 

habitual reduzem a frequência de células T senescentes ao longo do tempo, diminuindo o risco 

de infeção e aumentando a longevidade saudável (para maiores detalhes, ver Figura 2.16). 
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Figura 2.16. O exercício agudo promove mobilização preferencial de células T senescentes 

altamente diferenciadas e vírus-específicas dos tecidos periféricos no compartimento de sangue 

(linfocitose) sob a influência de catecolaminas. 

O exercício, por sua vez, aumenta a produção de ROS, glucocorticoides, e citocinas pró-inflamatórias, 

expondo assim as células T senescentes a um meio de estímulos pró-apoptóticos. Recetores de morte da 

superfície celular (Fas / Fas-Ligando (FasL)) são regulados positivamente em células T senescentes, que 

também estão sujeitos a danos oxidativos leves do DNA no sangue. Estas células suscetíveis a apoptose, 

juntamente com células naïve intactas e células T de memória, deixam o compartimento sanguíneo 

durante a fase de recuperação de exercício (linfocitopénia) e migram para os tecidos específicos. Uma 

parcela destas células T senescentes subsequentemente sofrem apoptose nos tecidos periféricos, assim 

criando espaço vago. Por conseguinte, o baixo número de células T conduz um ciclo de feedback 

positivo, aumentando a produção de células T naïve a partir do timo ou locais de desenvolvimento de 

células T extra-timo (i.e., fígado, intestinos). Estas células T recentemente geradas preenchem o espaço 

vago e contribuem para a expansão do reportório de células T naïve (adaptado de Simpson, 2011). 

 

Spielmann et al. (2011) demonstraram que as proporções de células T CD4+ e CD8+ 

senescentes aumentaram com a idade avançada, a uma taxa correspondente de 10% e 10,2% 

por década, respetivamente. Isto foi acompanhado por uma redução por década nas proporções 
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them to bind to adrenaline or noradrenaline and preferen-
tially ingress the blood compartment in response to acute
stress. The reasons for this preferential mobilization of specific
lymphocyte subtypes are not fully understood, but it has been
postulated that the ingress of these potent cytotoxic cells oc-
curs because of increased immunosurveillance requirements
in certain tissues after periods of acute stress (1,2,33).
During the early stages of exercise recovery (usually within

30Y60 min after exercise cessation), the blood lymphocyte
count is known to fall below resting values (lymphocytope-
nia) (24Y28,33) and, in response to a very demanding exer-
cise, also below clinically lower limits (28). The mechanisms
for this are not as well understood (discussed later in this
article) as those that underpin lymphocytosis but increased
hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity and the sub-
sequent secretion of cortisol are believed to play a role (6).
Furthermore, although the blood lymphocyte count normally
returns to resting values within 6Y24 h after cessation of

exercise, the cells and tissues responsible for this restoration of
the blood lymphocyte count also are not known.

Effector-Memory and Senescent T-Cell Mobilization
Up until recently, data on the differentiated T-cell subsets

mobilized by acute exercise were limited to the surface ex-
pression of CD45RA and CD45RO as crude markers of
naı̈ve and memory T cells, respectively. We were the first to
show that acute exercise elicits a preferential mobilization of
effector-memory CD8+ T-cell subsets expressing the markers
of senescence KLRG1 and CD57 on their surface, indicating
that highly differentiated and senescent T cells are more
responsive to acute physical stress than naı̈ve or lowly differ-
entiated T cells (i.e., CD28+) (26). We also found that these
cell populations preferentially egress the blood during the
recovery phase of exercise as the proportions of KLRG1- and
CD57-positive cells among CD8+ T cells fell below baseline 1
h after exercise cessation (26). After this work, we found that

Figure 3. Hypothetical model depicting the impact of repeated bouts of acute exercise on the immune space. Acute exercise elicits the preferential
mobilization of highly differentiated and viral-specific senescent T cells from the peripheral tissues into the blood compartment (lymphocytosis) under the
influence of catecholamines. Exercise, in turn, increases the production of reactive oxygen species (ROS), glucocorticoids, and proinflammatory cytokines,
thus exposing the senescent T cells to a milieu of proapoptotic stimuli. Cell surface death receptors (fas/fas ligand (fasL)) are upregulated on senescent
T cells, which also incur mild oxidative DNA damage in the blood. These apoptosis-susceptible cells, along with undamaged naı̈ve andmemory T cells, egress
the blood compartment during the recovery phase of exercise (lymphocytopenia) and migrate to specific tissues. A portion of these senescent T cells
subsequently undergo apoptosis in the peripheral tissues, thus creating vacant space. Consequently, lowered T-cell numbers drive the positive feedback
loop, increasing naı̈ve T-cell output from the thymus or sites of extrathymic T-cell development (i.e., liver, intestines). These newly generated T cells fill the
vacant space and contribute to an expanded naı̈ve T-cell repertoire. Repetitions of this process in response to habitual exercise reduce the frequency of
senescent T cells over time, lowering infection risk and increasing healthy longevity.
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de células T CD4+ e CD8+ naïve (10% e 9,9%, respetivamente). Interessantemente, os autores 

descobriram que indivíduos que tinham valores de VO2max acima da média tinham menos 

células T CD4+ e CD8+ senescentes e mais células T CD8+ naïve do que aqueles com valores 

mais baixos de VO2max, mesmo após ajuste para idade, índice de massa corporal e percentual de 

gordura corporal. Surpreendentemente, os autores verificaram que a associação bem aceita 

entre idade e células T senescentes já não existia quando a idade foi ajustada para VO2max, 

indicando que a aptidão aeróbica pode ser um forte determinante de mudanças fenotípicas de 

células T e com maior impacto do que a idade cronológica. Este efeito foi limitado às células 

senescentes, sendo que o VO2max não foi associado com o aumento das células de memória após 

o ajuste para a idade. Os autores consideraram que seu estudo foi o primeiro a mostrar que a 

aptidão aeróbica está associada a uma moderação do acumular natural relacionado com a idade 

de células T senescentes no sangue periférico, com destaque para os efeitos benéficos da 

manutenção de um estilo de vida fisicamente ativo sobre o envelhecimento do sistema 

imunitário. 

 

2.4.1 KLRG1 – The killer cell lectin–like receptor G1 
 

 Embora o CD45RA e o CCR7 sejam marcadores eficientes de diferenciação das células 

T, a identificação de células T CD45RA+/CCR7- como células terminalmente diferenciadas (ex: 

senescentes) é controversa, devido ao facto destas células ainda demonstrarem níveis eficazes 

de proliferação após ativação do recetor de célula T (TCR). A expressão combinada de KLRG1 

e CD57, ou a expressão de KLRG1 na ausência de CD28 parece ser uma combinação de 

marcadores de senescência das células T mais aceitável, pois as células com este fenótipo são 

incapazes de sofrer futuras divisões, não expressam o CD27 e o CCR7, e têm uma baixa 

expressão do CD127 (Simpson & Guy, 2010; Simpson, 2011).  

 A expressão KLRG1 na superfície celular identifica uma população de linfócitos T 

incapazes de sofrerem expansão clonal após estimulação por mitogénio, sugerindo que 

linfócitos T que expressam KLRG1 estão num estado de senescência e em fase avançada de 

envelhecimento biológico (Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 2007) (Figura 2.17). 
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Figura 2.17: Expansão populacional associada à idade das células T CD28- terminalmente 

diferenciadas.  

Com o aumento da idade, as populações oligoclonais de células T efetoras terminalmente diferenciadas 

acumulam; estas células são frequentemente específicas para vírus latentes, em particular CMV 

(citomegalovírus). Elas são diferentes em relação ao fenótipo, função e sobrevivência das células T 

exaustas que se desenvolvem em resposta a vírus altamente replicantes. Blimp-1 e Eomes, fatores de 

transcrição; Bcl-2, molécula anti-apoptótica. (Adaptado de (Goronzy & Weyand, 2013).  

 

As células T KLRG1+/CD57- são células efetoras destinadas a tornarem-se células de 

memória de longa duração, devido à sua expressão do recetor de IL-7, CD127. Por outro lado, 

células KLRG1+/CD57+ ainda são capazes de produzir citocinas pró-inflamatórias e têm 

grânulos citolíticos (isto é perforina e granzima B), mas não expressam CD127, CCR7 ou as 

moléculas coestimuladoras CD27 e CD28, indicando que estas são células T efetoras 

terminalmente diferenciadas que não são capazes de proliferar, mas ainda mantém as 

propriedades de células efetoras imediatas (Simpson, Cosgrove, Chee, et al., 2010). 

Além disso, os marcadores de senescência sobre as subpopulações de linfócitos T são 

agora considerados também eficientes marcadores do envelhecimento biológico sistémico 

(Simpson, Cosgrove, Ingram, et al., 2008). A sinalização através do KLRG1 poderia resultar 

em mudança da função das células T (Tauro, Nguyen, Li, et al., 2013). KLRG1 possui um 

motivo de inibição do recetor imunitário à base de tirosina (ITIM) no seu domínio 

citoplasmático, sugerindo que pode desempenhar um papel funcional no sistema imunitário, 

além de seu uso extensivo como marcador de senescência. Foi sugerida uma associação da 

expressão de KLRG1 em Tregs, com indicação de função alterada (Tauro, Nguyen, Li, et al., 
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Figure 4 Age-associated population expansion of terminally differentiated 
CD28− T cells. With increasing age, oligoclonal populations of terminally 
differentiated effector T cells accumulate; these are frequently specific 
for latent viruses, in particular CMV. These T cells differ in phenotype, 
function and survival from the exhausted T cells that develop in response 
to highly replicating viruses. Blimp-1 and Eomes, transcription factors; 
Bcl-2, antiapoptotic molecule.

fluxes in cytoplasmic calcium concentrations. It has been proposed 
that functional defects in elderly memory CD4+ T cells are control-
led by AMPK94 (Fig. 3). Studies of the effect of age on the memory 
function of CD4+ T cells have identified a negative feedback loop 
mediated by the dual-specificity phosphatase DUSP4 (ref. 99). This 
nuclear phosphatase controls nuclear activity of the kinases Erk 
and Jnk. Its activity peaks 2–4 days after T cell activation, when it 
is substantially overexpressed in elderly T cells. DUSP4 curtails the 
expression of the ligand for the costimulatory receptor CD40 (CD40L) 
and several other functional molecules on activated memory CD4+ 
T cells. As a consequence of the greater inducibility of DUSP4 in  
elderly T cells, their ability to provide help for T cell–dependent  
B cell responses is severely impaired but can be restored by silencing 
of DUSP4. The upstream mechanism of higher DUSP4 expression is 
enhanced AMPK activity in aged memory CD4+ T cells that leads to 
transcription of the gene encoding the transcription factor Egr-1 and, 
eventually, DUSP4. This finding raises the interesting possibility that 
the function of memory CD4+ T cells in the elderly can be improved 
by targeting of their metabolic activity.

Even in young cells, a considerable amount of cellular resources is 
committed to maintaining the integrity of the genome; this is increas-
ingly the case with increasing age. Chronic DNA-damage responses 
are apparent in all hematopoietic lineages in older people, includ-
ing T cells. In part, these are explained by telomeric dysfunction; an 
increase in the frequency of double-strand breaks is also found in 
peripheral T cells during aging100. Of note, DNA damage in mem-
ory T cells far exceeds that in naive T cells at any age. DNA-damage 
responses may in part be responsible for the higher expression of 
p16INK4a that is found in human T cells as well as other tissues in the 
elderly101. However, p53-mediated cell-cycle arrest, typical of cellular 
senescence, is not a consistent feature of elderly T cells. Diminished 
proliferative activity is generally not permanent and can be over-

come102. The proliferative ability of terminally differentiated CD8+ 
T cells can be restored by overexpression of the human telomerase 
reverse transcriptase TERT to increase telomerase activity103. The 
proliferation of naive and memory CD4+ T cells from elderly people 
can be improved substantially by the provision of Zn2+ to upregulate 
metallothionein expression91.

Chronic DNA-damage responses may result from greater genotoxic 
stress but may also signal inefficient DNA repair. Such a defect cer-
tainly is one of the major driving forces in the accelerated immuno-
logical aging seen in patients with rheumatoid arthritis. In addition 
to the diminished telomerase activity similar to that of healthy immu-
nological aging104, the expression and function of molecules in the 
ATM-dependent DNA-repair pathway are diminished, which leads 
to more nontelomeric DNA damage, a failure of p53 activation and 
the activation of alternative DNA-repair pathways100,105. It will be 
interesting to determine whether similar mechanisms can also be 
identified with normal aging.

Expression patterns of T cell–regulatory receptors
During aging, the expression patterns of T cell–regulatory receptors 
change considerably (Fig. 4). On balance, the expression of various 
inhibitory receptors is enhanced, accompanied by a decrease in the 
expression of members of the costimulatory CD28 family and the 
tumor-necrosis factor receptor superfamily106,107. These changes 
mostly involve memory CD8+ T cells. Often most CD8+ T cells 
are affected, whereas only very small subsets of memory CD4+  
T cells show such changes in expression. The expression of cell-
surface inhibitory receptors is reminiscent of clonal exhaustion, 
in which chronic stimulation with a high dose of antigen induces 
high expression of the inhibitory receptors PD-1, LAG-3 and TIM-3  
(refs. 108,109). In a mouse model of chronic infection with lympho-
cytic choriomeningitis virus, in vivo blockade of signaling via PD-1 
and its ligand restores the production of interferon-γ, proliferation 
and cytotoxic activity of virus-specific CD8+ T cells and dimin-
ishes the viral load. Those findings are paralleled by infection with 
several human chronic viruses, such as human immunodeficiency 
virus, hepatitis B virus and hepatitis C virus. Different classes of 
molecules are expressed in exhausted and aging CD8+ T cells, and 
they generally do not segregate together in the same T cell subsets 
with PD-1, LAG-3 and TIM-3. Such proteins include members of 
the KIR (killer immunoglobulin-like receptor) and KLR (killer cell  
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Figure 3 Defective T cell–dependent B cell responses in the elderly. 
Elderly memory CD4+ T cells respond to stimulation by increasing 
their expression of DUSP4 because of increased activity of AMPK. 
DUSP4 curtails sustained activity of phosphorylated Erk (p-Erk) and 
phosphorylated Jnk (p-Jnk) and impairs the ability of the T cell to provide 
help to B cells. As a consequence of defective signaling via CD40L,  
B cell activation and E47 expression are impaired. Defective T cell help 
coincides with an age-associated intrinsic B cell defect in E47 expression 
and thus transcription of the gene encoding AID. As a consequence,  
B cell clonal expansion, immunoglobulin class-switch recombination and 
hypermutation are impaired.
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2013). As Tregs KLRG1+ seriam portanto, um grupo de células um pouco mais potente do que 

as Tregs KLRG1- na supressão da proliferação de células T naïve in vitro (Beyersdorf, Ding, 

Tietze, et al., 2007). Tauro et al. (2013) mostraram uma elevação acentuada de Tregs KLRG1+ 

infiltradas no SNC com encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo animal de 

esclerose múltipla. As Tregs KLRG1+ mostraram um aumento da expressão de marcadores de 

ativação CD25 e FoxP3, quando comparado com as células KLRG1-. Além disso, quando as 

Tregs KLRG1- foram convertidas em células KLRG1+ isto foi associado com o aumento da 

inflamação autoimune tecidual. Além disso, as Tregs KLRG1+, mas não as Tregs KLRG1- 

mostraram sinais de diferenciação terminal. Finalmente, as Tregs KLRG1+ também produziram 

mais IL-10 e tinham alterado a produção de citocinas efetoras em comparação com suas 

homólogas KLRG1-.  

 

Implicações  

A ideia de que a atividade física regular pode exercer propriedades preventivas e/ou de 

rejuvenescência do sistema imunológico por amenizar o acumular relacionado com a idade de 

células T senescentes e prevenir a transição para a categoria IRP ao longo da vida (Simpson & 

Guy 2010) e que a manutenção de altos níveis de aptidão aeróbica durante o curso natural do 

envelhecimento pode ajudar a prevenir o acumular de células T senescentes, que têm 

especificidade antigénica limitada, ao mesmo tempo, mantendo um número suficiente de 

células T naïve capazes de reconhecer e responder a novos agentes patogénicos (Spielmann, 

McFarlin, O’Connor, et al., 2011),  

 

2.5 IMUNIDADE DAS MUCOSAS 

 

O sistema imunitário das mucosas é responsável pela proteção das superfícies das 

mucosas do trato respiratório, passagens nasais e os intestinos. O sistema imune das mucosas é 

uma das principais barreiras da colonização de agentes patogénicos e tem um papel 

particularmente importante em reduzir a incidência de ITRS. O efeito do exercício agudo sobre 

a imunidade das mucosas tem sido amplamente estudado, com a maioria dos estudos 

direcionados para a investigação de mudanças na secreção de Imunoglobulina A (IgA), 

determinada na saliva. A vantagem do uso da saliva para determinação de hormonas e outros 
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marcadores, como a IgA, é que ela pode ser recolhida rapidamente, com frequência e sem o 

stresse induzido pela punção venosa. Além disso, a colheita da saliva requer formação médica 

mínima e pode ser realizada fora do ambiente de laboratório (Hayes, 2015). 

 

2.5.1 Imunoglobulina A  

 

O anticorpo principal presente nos fluidos das mucosas é a imunoglobulina A, que é 

produzida localmente por células plasmáticas que residem na submucosa e é secretada por 

transporte através das células epiteliais pelo recetor polimérico de Ig (Allgrove, Gomes, Hough, 

et al., 2008). A IgA parece desempenhar um papel múltiplo de defesa, a considerar: evita que 

micróbios e antigénios adiram e penetrem no epitélio; interrompe a replicação de agentes 

patogénicos intracelulares na transcrição entre as células epiteliais; liga-se aos antigénios 

facilitando a sua excreção através do epitélio para o lúmen (Lamm, 1998). Reduções na 

concentração ou na taxa de secreção da IgA salivar refletem reduzida proteção imune das 

mucosas das vias respiratórias, levando a um aumento na incidência de ITRS (Gleeson, Bishop, 

Oliveira, et al., 2012; Gleeson & Walsh, 2012). Embora o envelhecimento diminua as 

concentrações de IgA, indivíduos idosos submetidos a exercício aeróbico regular (16 e 32 

semanas) foram protegidos contra essa deterioração, indicando que o exercício pode ser 

eficiente em promover imunidade via IgA (Gomes, Teixeira, Teixeira, et al., 2008; Martins, 

Cunha, Neves, et al., 2009; Akimoto, Kumai, Akama, et al., 2003).   

 

2.5.2 Cortisol 

 

O cortisol (hidrocortisona, Composto F) é a principal hormona glucocorticoide 

produzida no córtex adrenal. O cortisol desempenha um papel central na resposta fisiológica e 

comportamental a um estímulo stressante físico ou psicológico pela ativação do eixo 

hipotálamo-pituitário-adrenal (HPA), que por sua vez, estimula a libertação da hormona pelo 

córtex supra-renal (Tsai, Ko, Chang, et al., 2011). No sangue apenas 1 a 15% do cortisol está 

na sua forma não ligada ou biologicamente ativa. O cortisol restante está ligado às proteínas 

séricas (Vining, McGinley & Symons, 1983). O cortisol sérico não-ligado entra na saliva 

através de mecanismos intracelulares, e na saliva a maioria dos cortisol permanece não ligado 
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à proteína (Vining & McGinley, 1987). O cortisol salivar, usado como um marcador 

representante do cortisol livre na circulação, tem sido recomendado como um índice de stresse 

de treino e também tem sido utilizado, porque evita o stresse causado pela punção venosa (Gatti 

& De Palo, 2011). 

O cortisol é considerado a principal hormona responsável por processos catabólicos, 

uma vez que reduz a síntese de proteínas e aumenta a degradação de proteínas (Hayes, Grace, 

Baker, et al., 2015). Por outro lado, o cortisol é conhecido por ter potentes efeitos anti-

inflamatórios, e de atuar sobre as catecolaminas que regulam a produção de citocinas – induzida 

por LPS – pelas células do sistema imunológico (incluindo TNF-a e IL-1b) (Allgrove, Gomes, 

Hough, et al., 2008). Esta hormona tem sido utilizada no campo de treino, como um dos 

marcadores preferenciais do stresse induzido pela carga de treino. Sugeriu-se que os níveis de 

cortisol aumentam em proporção em intensidade do exercício, mas o limite da atividade 

secretora é também dependente da duração do exercício. Uma "intensidade limiar" de ≥60% do 

VO2max em exercícios que duram pelo menos 20-30 min foi sugerida e, acima desta intensidade 

relativa, grandes elevações nos níveis de cortisol no sangue podem ocorrer (Hill, Zack, 

Battaglini, et al., 2008). Períodos de tempo superiores a 1 hora foram apontados como 

necessários para produzir incrementos assinaláveis na concentração de cortisol plasmático 

(Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). 

 

2.5.3 Testosterona 
 

A testosterona é a hormona esteroide mais importante dentro da família dos andrógenos 

e sua secreção é regulada pelo eixo hipotálamo-hipofisário-gonadal. Ela é sintetizada e 

secretada pelas células de Leydig dos testículos nos homens e, em menores quantidades, nos 

ovários nas mulheres, com pequenas quantidades produzidas pela glândulas adrenais (Labrie, 

2005). A testosterona exerce ações anabólicas sobre o tecido muscular, uma vez que contribui 

para o crescimento da musculatura, aumentando a síntese de proteínas e diminuindo a 

degradação de proteínas, melhorando assim o desempenho desportivo inclusive em atletas 

master (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013). Ações anabolizantes indiretas da testosterona 

relacionadas com a força muscular incluem a estimulação da secreção de outras hormonas 

anabólicas tais como a hormona de crescimento. A maior parte da testosterona circulante está 
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ligada à albumina e globulinas (~95-98%), enquanto uma pequena quantidade (~2-5%) 

permanece livre na circulação (Papacosta & Nassis, 2011). A testosterona livre entra na saliva 

através de mecanismos intracelulares, e na saliva a maioria de testosterona não está, portanto, 

ligada a proteínas (Vining & McGinley, 1987). As medidas salivares de testosterona podem 

fornecer um indicador confiável das concentrações de testosterona no soro ou plasma 

(Papacosta & Nassis, 2011). Embora, informações mais recentes questionem a relação existente 

entre as concentrações de testosterona salivar com medidas de testosterona bio disponível 

(Hayes, Sculthorpe, Young, et al., 2014), a testosterona salivar é amplamente utilizada nos 

estudos com atletas jovens (Kilian, Engel, Wahl, et al., 2016), atletas de judo (Papacosta, Nassis 

& Gleeson, 2016), futebol (Arruda, Aoki, Freitas, et al., 2015), rugby (Gaviglio, Osborne, 

Kelly, et al., 2015) e indivíduos idosos treinados ou não (Hayes, Sculthorpe, Herbert, et al., 

2015).  

  

2.5.4 Rácio testosterona/cortisol 
 

O rácio testosterona/cortisol (T/C) é um dos indicadores mais utilizados na 

monitorização da resposta hormonal ao treino regular, sendo sugerido como indicador do estado 

anabólico/catabólico do organismo. Foi ainda, apontado como um possível indicador de 

“sobretreino” (Urhausen, Gabriel & Kindermann, 1995) e a diminuição do rácio T/C  foi 

relacionada com a recuperação incompleta do exercício realizado (Banfi, Marinelli, Roi, et al., 

1993). Decréscimos do rácio T/C de cerca de 30% em relação ao valor basal são indicativos de 

recuperação incompleta mas não de sobretreino (Banfi, Marinelli, Roi, et al., 1993; Vervoorn, 

Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992). Em remadores olímpicos, períodos de treino mais duro 

decresceram o rácio T/C entre 5 e 50%, enquanto o contrário acontecia nos períodos de menor 

intensidade do treino (Vervoorn, Quist, Vermulst, et al., 1991).  

 

Implicações 

 Esta breve revisão de literatura mostra perspetivas promissoras na utilização dos 

marcadores salivares e sua pertinência na monitorização da adaptação dos atletas ao treino. A 

falta de estudos em atletas veteranos justifica, em nosso entender, a exploração do 

comportamento deste conjunto de parâmetros numa época desportiva. 
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2.6 ATLETAS MASTER 

 

Atletas master são indivíduos que sistematicamente treinam e competem em formas 

organizadas de desporto, algumas delas especialmente elaboradas para adultos mais velhos. 

Cada organização desportiva, nacional ou internacional, determina a idade que define um atleta 

master. Em geral, a idade que inicia-se uma categoria master é determinada pela idade em que 

o recorde mundial para a elite do desporto atingiu o limite máximo. Enquanto atletas master 

tem geralmente 35 anos de idade ou mais, a competição para atletas master na natação começa 

aos 25 anos de idade, no atletismo aos 35 anos e no golf aos 50 anos (Reaburn & Dascombe, 

2008; Hecht, 2001). Os atletas master participam no desporto organizado e competitivo por um 

número alargado de razões. Atletas master participam por divertimento, competição, aptidão 

física, sociabilidade, viagens, alívio do stresse, desafio pessoal e desenvolvimento de 

habilidades. Entretanto, os fatores de divertimento, benefícios para a saúde e aptidão física, 

socialização e competição parecem ser as razões condutoras para o envolvimento no desporto 

(Reaburn & Dascombe, 2008; Shaw, Ostrow & Beckstead, 2005). A preparação e participação 

na competição de atletas master aparentemente foi associada com perspetivas favoráveis em 

termos de qualidade de vida e a incidência de novos casos de doença isquémica do coração, 

hipertensão e diabetes, pelo menos em 750 atletas entrevistados sobre um período de 7 anos 

(Shephard, Kavanagh, Mertens, et al., 1995). Os níveis de atividade adotadas pelos 

competidores foram substancialmente elevados, e os autores deste estudo realizado há mais de 

20 anos, já levantaram a questão do quão longe a experiência de saúde favorável é atribuível 

aos altos níveis de condicionamento físico. Afigurou-se que os indivíduos mais velhos podem 

sustentar tais níveis de atividade sem uma influência negativa sobre a sua resistência à doenças 

infeciosas (Shephard, Kavanagh, Mertens, et al., 1995).  

A determinação dos efeitos do envelhecimento biológico por si só sobre a capacidade 

funcional fisiológica em seres humanos é difícil, porque a interpretação é confundida por 

reduções nos níveis de atividade física (descondicionamento), alterações correspondentes na 

composição corporal (ou seja, o aumento da gordura corporal e redução da massa livre de 

gordura), e o desenvolvimento de doenças clínicas, os quais reduzem a capacidade funcional 

independente dos processos intrínsecos do envelhecimento. Devido a essas limitações, uma 

nova abordagem para determinar os efeitos do envelhecimento sobre a capacidade funcional 

em seres humanos é determinar mudanças no desempenho do exercício de pico com a idade em 
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atletas altamente treinados e competitivos (Brown, Ryan & Brown, 2007; Pollock, Carter, 

Velloso, et al., 2015; Kusy & Zieliński, 2015; Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 2009; 

Mueller, Knechtle, Knechtle, et al., 2014; Aagaard, Suetta, Caserotti, et al., 2010). A teoria é 

que esses atletas representam um modelo experimental eficaz porque as mudanças observadas 

com o avançar da idade são pensadas em refletir principalmente os resultados da primeira fase 

de envelhecimento (fisiológica). Além disso, 1) os desempenhos de pico desses atletas são 

estabelecidos em condições padronizadas e rigorosas, especialmente em eventos de nível de 

campeonato; e 2) auto motivação, uma determinante crítica da capacidade de determinar com 

precisão o desempenho de pico, é assumida como sendo igual ou quase máxima sob estas 

condições (Tanaka & Seals, 2003). 

A diminuição, relacionada com a idade, no desempenho aeróbico de atletas master de 

elite aparece curvilínea da idade de 35 anos até aproximadamente a idade de 60-70 anos e 

exponencial depois disso. Especificamente, o desempenho aeróbico aparece mantido até cerca 

de 35 anos de idade, reduz modestamente até 50 anos de idade, seguido por uma diminuição 

progressiva (Tanaka & Seals, 2003; Reaburn & Dascombe, 2008). A redução no desempenho 

aeróbico com a idade pode ser devida à diminuição do volume e intensidade do treino, por 

motivos pessoais e comportamentais (aumento das responsabilidades familiares e profissionais, 

redução da motivação para treinar, por exemplo). Para além destes fatores psicossociais, 

estudos anteriores mostraram que as reduções relacionadas com a idade no VO2max, e mudanças 

no limiar de lactato e economia de corrida em atletas master também podem afetar o 

desempenho aeróbico (Reaburn & Dascombe, 2008). 

A alta geração de energia durante o exercício prolongado é providenciada pelo 

metabolismo aeróbio, que em grande parte depende da capacidade dos sistemas pulmonar, 

cardiovascular, hematológico e celular para o transporte de oxigénio da atmosfera para os 

músculos e a capacidade dos tecidos de utilizar o oxigénio para metabolizar os nutrientes 

(Armstrong, Casa, Millard-Stafford, et al., 2007). Potência aeróbica máxima ou VO2max refere-

se à taxa máxima de consumo de oxigénio durante o exercício com grandes grupos musculares 

de intensidade progressiva até a exaustão. A capacidade do indivíduo para realização do 

exercício aeróbico é limitada pelo VO2max, sendo este denominador amplamente aceito como o 

melhor indicador da aptidão cardiorrespiratória. VO2max está relacionado com a capacidade 

aeróbica e a redução do VO2max é a principal razão para o declínio da resistência funcional com 

o envelhecimento (Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 2009). Embora outros fatores e 
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mecanismos fisiológicos contribuam para a redução do desempenho desportivo com a idade 

avançada (Figura 2.18; Tanaka & Seals, 2008). 

 

Figura 2.18: Fatores e mecanismos fisiológicos que contribuem para a redução no desempenho do 

exercício de endurance com o avançar da idade em adultos saudáveis.  

Adaptado de (Tanaka & Seals, 2008). 

 

Estima-se que o VO2max diminua cerca de 10% por década após a idade de 25 anos em 

indivíduos idosos sedentários e saudáveis (Buskirk & Hodgson, 1987). Há uma diminuição 

relacionada com a idade para ambos os géneros no VO2max que contribui para a diminuição da 

performance de endurance. No entanto, a diminuição VO2max também é dependente do grau em 

que os atletas mantém o volume e intensidade do treino, da idade dos indivíduos, ou da 

heterogeneidade do grupo (Reaburn & Dascombe, 2008). 

De acordo com a equação de Fick modificada, o VO2max é produto da frequência cardíaca 

máxima e do volume sistólico máximo (fatores centrais), e da máxima diferença arteriovenosa 

de oxigénio (fatores periféricos). A diferença arteriovenosa oxigénio é ainda influenciada por 

uma variedade de fatores, incluindo a massa muscular, a capacidade do sangue para transportar 

e entregar oxigénio (volume de sangue, hemoglobina), e a capacidade dos tecidos ativos para 

obter e utilizar oxigénio (capilarização, tipo de fibra muscular, atividade aeróbica das enzimas) 

(Reaburn & Dascombe, 2008).  

Foi sugerido que a diminuição da FCmax é o principal contribuinte para a diminuição do 

VO2max observada em atletas master – endurance (Tanaka, Monahan & Seals, 2001), mas que 

J Physiol 586.1 Endurance performance and Masters athletes 57

Physiological determinants of endurance exercise
performance

Based largely on studies in young endurance-trained
athletes, the three main physiological determinants of
endurance performance are believed to be maximal
oxygen consumption, exercise economy and the exercise
intensity at which a high fraction of the maximal oxygen
consumption can be sustained, as typically defined by
the ‘lactate threshold’ (Hagberg & Coyle, 1983; Joyner,
1993). In the following section, we review the available
information on how changes in these determinants may
contribute to age-related declines in endurance exercise
performance (Fig. 3).
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Figure 2
Men’s and women’s swimming performance with advancing age (from
Federation Internationale de Natation).

(a) Exercise economy. Exercise economy is measured as
the steady-state oxygen consumption while exercising
at a specific submaximal exercise intensity below the
lactate threshold (see below). Among endurance athletes,
exercise economy is an important determinant of endu-
rance performance (Morgan et al. 1989), particularly in
groups that are more homogeneous than heterogeneous in
V̇O2max (Morgan et al. 1989). Starting with the findings of
the dissertation study of Professor Sid Robinson published
in 1938 (Robinson, 1938), cross-sectional observations
made by numerous independent laboratories indicate
that exercise economy does not change with advancing
age (Astrand, 1960; Allen et al. 1985; Wells et al. 1992;
Evans et al. 1995). For example, in a cross-sectional
study of male endurance runners, there was no difference
in running economy between young and older athletes
(Allen et al. 1985). Similarly, no significant association
was found between running economy and age among
highly trained and competitive female runners aged
35–70 years (Wells et al. 1992). We found that in healthy

female athletes, running economy explained little of the
variance in age-related decreases in endurance running
performance after accounting for differences in V̇O2max and
lactate threshold, which explained 85% of the variability
in 10K performance (Evans et al. 1995). The results of
several longitudinal studies have confirmed that running
economy does not change with age in endurance-trained
Masters athletes (Robinson et al. 1976; Trappe et al. 1996).
Thus, available data in this area indicate that reductions
in exercise economy do not contribute significantly to
the decreases in endurance exercise performance observed
with advancing age.

There are a number of physiological factors that
determine exercise economy. Among them, the percentage
of type I muscle fibres is positively associated with
exercise economy in cyclists (Horowitz et al. 1994).
In this context, well-trained Masters athletes have a
similar muscle fibre distribution to performance-matched
younger runners (Coggan et al. 1990). Consistent with
this, a 20 year longitudinal study showed that with
maintenance of strenuous endurance training, muscle
fibre type distribution did not change with age in highly
trained Masters athletes (Trappe et al. 1995). Therefore,
maintenance of muscle fibre type with ageing could
contribute to the preserved exercise economy of Masters
athletes.

(b) Lactate threshold. The ability to sustain a high
fraction of one’s maximal oxygen consumption during
submaximal exercise typically is evaluated using the
blood lactate threshold. Numerous criteria, techniques
and nomenclature for the lactate threshold have been

 Endurance exercise performance

 Maximal oxygen
consumption

 Lactate
threshold

 Exercise
economy

 Maximal
heart rate

 Maximal
stroke volume

 Maximal
a-v O2 difference

Training intensity
& volume

 Aging

Figure 3
Factors and physiological mechanisms contributing to reductions in
endurance exercise performance with advancing age in healthy adults.

C⃝ 2008 The Authors. Journal compilation C⃝ 2008 The Physiological Society
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uma diminuição no volume de ejeção máximo também pode contribuir para o declínio 

relacionado com a idade do VO2max. No entanto, os declínios relacionados com a idade no 

desempenho aeróbico parecem um pouco menores do que o declínio relacionado com a idade 

no VO2max (Tanaka & Seals, 2003). Isso sugere que pode haver declínios em outros fatores 

principais que influenciam o desempenho aeróbico, tais como o limiar de lactato ou a economia 

do exercício (Figura 2.17). Quando expresso como uma percentagem do VO2max, o limiar de 

lactato aumenta (Wiswell, Jaque, Marcell, et al., 2000), sugerindo que esta diminuição da 

intensidade do exercício no limiar de lactato com a idade pode ser secundária a uma diminuição 

relacionada com a idade no VO2max (Reaburn & Dascombe, 2008). Há uma redução relacionada 

com a idade na fase estável máxima do lactato que também contribui para uma redução no 

desempenho de atletas master (Mattern, Gutilla, Bright, et al., 2003). 

O sucesso de um atleta de elite num desporto particular depende da habilidade, força e 

poder, e em algumas atividades, a eficiência, com a qual vários grupos musculares são 

recrutados para executar os movimentos corporais exigidos do desporto (Faulkner, Davis, 

Mendias, et al., 2008). A diminuição do desempenho dos atletas de elite com a idade também 

pode ser explicada pela sarcopenia, perda nas unidades motoras das fibras tipo 2 com posterior 

atrofia muscular e perda da força muscular (Aagaard, Suetta, Caserotti, et al., 2010; Faulkner, 

Davis, Mendias, et al., 2008). Apesar das inevitáveis mudanças que ocorrem na estrutura e 

função do músculo com o envelhecimento, o atleta de elite idoso altamente treinado e altamente 

qualificado ainda é capaz de competir em seus oitenta anos numa ampla variedade de atividades 

desportivas a nível inatingível pelos jovens menos dotados ou bem treinados (Faulkner, Davis, 

Mendias, et al., 2008), ou mesmo completar uma maratona aos 90 anos de idade (Mueller, 

Knechtle, Knechtle, et al., 2014). 

Em relação ao sistema imunológico, não está claro o quanto das mudanças relacionadas 

à idade, abordadas nas seções anteriores, são evitáveis e/ou mutáveis devido ao exercício 

regular. Além disso, há muitos fatores, tais como a alta quantidade de atividade física durante 

muitos anos, magreza, uma qualidade favorável da dieta, melhor perfil psicológico e herança 

biológica excecional para explicar porque pessoas altamente condicionadas têm imunidade 

superior do que seus colegas sedentários (Buyukyazi, 2004). Nomeadamente, os efeitos 

benéficos do exercício físico regular sobre a imunidade tem sido documentados em adultos 

mais velhos, embora os mecanismos que sustentam a melhora da imunidade com o exercício 

regular não sejam bem compreendidos (Simpson & Guy, 2010). 
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Quando atletas idosos que realizaram exercício físico padronizado ao longo da vida ou 

pessoas fisicamente muito ativas são comparadas com seus homólogos sedentários, eles 

mostraram ter níveis basais mais elevados de células NK ou funções de linfócitos T (Shinkai, 

Kohno, Kimura, et al., 1995). Em outro estudo, o treino habitual e moderado em idosos 

aumentou a concentração de células NK (Buyukyazi, 2004). Nesse estudo, os autores 

investigaram a associação entre o treino a longo-prazo realizado por mais de 16 anos e 

parâmetros imunes celulares e humorais de repouso em atletas idosos. Neutrófilos, eosinófilos, 

linfócitos, monócitos e subséries de linfócitos tais como células T, células B, células T CD4+, 

células T CD8+ dos atletas idosos não foram estatisticamente diferentes quando comparadas aos 

resultados obtidos dos indivíduos sedentários. No entanto, os atletas idosos tinham maior 

potência aeróbica, menor percentagem de gordura, e elevadas percentagens de células NK e 

níveis séricos de IgM e IgA, demonstrando efeitos positivos do exercício regular realizado a 

longo prazo sobre o envelhecimento (Buyukyazi, 2004).  

Em roedores, o treino físico quando iniciado antes de um limiar fisiológico crítico em 

roedores jovens, foi benéfico para músculos e ossos de animais mais velhos, mas o efeito não 

foi observado em animais idosos treinados a curto-prazo (Marina, Carmeli, Ljubuncic, et al., 

2008). Um outro estudo realizado no Brasil investigou um grande painel de biomarcadores 

geriátricos emergentes, em idosos que treinavam por longos períodos de tempo (49 ± 8 anos de 

treino). Os autores encontraram que o treino a longo-prazo foi associado com baixos níveis de 

contagem de células sanguíneas brancas, contagem de neutrófilos, IL-6, IL-10, IL-1ra e 

TNFR1, associados a melhora do perfil de saúde em idosos (de Gonzalo-Calvo, Fernández-

García, de Luxán-Delgado, et al., 2012). O exercício de resistência realizado ao longo da vida 

(28 ± 2 anos) foi relacionado com abrandamento da redução do volume muscular e diminuição 

de alguns marcadores inflamatórios (CRP e IL-6), características que geralmente estão 

aumentadas com o envelhecimento. Isto sugere que o exercício físico regular pode ser 

importante na redução da inflamação sistémica e manutenção da massa muscular com a idade 

(Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013). Mais recentemente, uma pesquisa realizada com 

atletas master brasileiros (65 -85 anos), que tinham hábitos regulares de treino intenso e 

moderado apresentaram menor proporção de células T terminalmente diferenciadas 

(CD45RA+CCR7-) TCD4+ e TCD8+. Embora ambos tipos de treino tenham sido incapazes de 

modificar a proporção de células TCD8+ senescentes (CD28-), foi detetado um comprimento 

maior dos telómeros nestes grupos em comparação ao grupo controlo da pesquisa. Esta bem 

conduzida pesquisa, mostrou também que o grupo envolvido em treino intenso apresentou 
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redução na apoptose de células T, avaliada pela expressão de Bcl-2 e caspase-3 (Silva, de 

Araújo, Fernandes, et al., 2016). Isto sugere e em conformidade com outros estudos (Simpson, 

Florida-James, Cosgrove, et al., 2007; Spielmann, McFarlin, O’Connor, et al., 2011) que 

intensidades mais altas de treino são necessárias para que as respostas imunes sejam mais 

pronunciadas. Os resultados apresentados pelos estudos anteriores ajudariam a responder ao 

paradoxo existente quando do entendimento das respostas imunológicas em atletas master, uma 

vez que, esses indivíduos são submetidos a um treino físico, que geralmente inclui altas cargas, 

no entanto, longo tempo de duração. Neste caso, o exercício agudo de alta intensidade traria 

efeitos indesejáveis enquanto o exercício de longa duração produziria resultados satisfatórios.  

Neste contexto, atletas master com uma prática regular de treino ao longo da vida são 

um grupo interessante que pode ser utilizado como um modelo para estudar o envelhecimento 

no contexto do comportamento otimizado em relação a um envelhecimento saudável e ativo 

(Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; Tanaka & Seals, 2008). Embora o foco da literatura 

sobre atletas master e os efeitos benéficos do exercício sobre o envelhecimento esteja em 

crescimento exponencial (Faulkner, Davis, Mendias, et al., 2008; de Gonzalo-Calvo, 

Fernández-García, de Luxán-Delgado, et al., 2012; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; 

Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015; Silva, de Araújo, Fernandes, et al., 2016), as 

consequências do treino ao longo da vida sobre o envelhecimento não são claras, em grande 

parte devido à dificuldade de dissociar os efeitos do envelhecimento normal daqueles 

provocados por uma prática exercício físico regular ao longo da vida. 

 

Implicações 

Atletas master representam um subgrupo demográfico muito interessante, porque 

muitos deles expressam um fenótipo fisiológico ímpar que poderia ser chamado de 

"envelhecimento excecionalmente bem-sucedido" (Tanaka & Seals, 2008). Assim, o estudo de 

atletas master oferece uma oportunidade única para investigar os efeitos do treino a longo-prazo 

sobre o envelhecimento do sistema imunológico em si, e também a influência das adaptações 

ao treino ao longo da vida sobre as respostas ao exercício agudo.  
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3.1 POPULAÇÃO EM ESTUDO 

 

 
A amostra utilizada neste estudo foi composta por atletas master de nível nacional e 

internacional de três modalidades desportivas: atletismo, natação e judo.  

Para a proposta desta tese, os atletas master foram definidos como indivíduos acima dos 

40 anos, que participaram de desporto competitivo e mantiveram-se condicionados por mais de 

20 anos de treino ao longo da vida. Não foram incluídos atletas que esporadicamente treinam 

ou competem, ou competidores mais velhos que tenham recomeçado seu treino físico após 

longos períodos de inatividade física. 

Foram, portanto, avaliados 20 atletas master (homens, N = 17; mulheres, N = 3) 

engajados nos desportos de atletismo, judo e natação residentes na cidade de Coimbra, Portugal. 

Um histórico desportivo através de um inquérito auto-reportado foi feito para cada participante 

informativo em relação à história dos atletas ao longo da vida relativamente a treinos, a 

frequência e a duração aproximada das sessões, a modalidade praticada por cada atleta e 

também garantiu o principal critério de inclusão no estudo, mais de 20 anos de treino ao longo 

da vida.  

Foram utilizados dois grupos controlo, incluindo participantes que nunca tenham 

participado de treino físico regular e competitivo ao longo da vida ou pelo menos nos últimos 

20 anos. Do primeiro grupo fizeram parte 10 pessoas (homens, N = 6; mulheres, N = 4) que 

nunca praticaram treino físico regular. O segundo grupo tem na sua constituição 8 adultos-

jovens (homens, N = 5; mulheres, N = 3) (Tabela 3.1). A inclusão dos indivíduos no grupo 

controlo obedeceu os requisitos de género, nível socioeconómico e morada de habitação 

similares ao grupo de atletas. Além disso os participantes não podiam apresentar doença 

inflamatória crónica ou doença incapacitante, investigada por questionário próprio. Os 

participantes foram informados inteiramente sobre a participação no estudo e os procedimentos 

envolvidos, antes de fornecer consentimento informado por escrito conforme aprovação no 

Comité de Ética da Faculdade de Ciências do Desporto da Universidade de Coimbra. 
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Tabela 3.1. Características dos participantes  

 Adultos-jovens 
(N=8) 

Adultos 
(N=10) 

Atletas master 
(N=20) 

Idade (anos) 31.8 ± 3.00* 54.2 ± 5.9 53.1 ± 8.8 
Estatura (cm) 173.4 ± 9.16 168.6 ± 8.5 170.7 ± 5.3 
Peso corporal (kg) 65.2 ± 11.2 70.5 ± 12.9 74.9 ± 15.1 
IMC (kg.m-2) 21.8 ± 2.0 24.3 ± 3.2 25.1 ± 4.6 
VO2max (L.min-1) 3142.8 ± 732.8 2076.0 ± 355.5* 2916.5 ± 661.1 
VO2max (ml.kg.min-1) 46.82 ± 6.05 29.29 ± 4.14* 40.33 ± 11.15 

Valores são Média ± Desvio Padrão (SD). Distribuição de género e tamanho da amostra = Adultos-Jovens (N= 3 
mulheres, 6 homens); Adultos (N = 4 mulheres, 6 homens); Atletas master (N = 3 mulheres, 17 homens). 
Abreviaturas: IMC = Índice de Massa Corporal; VO2max = Consumo Máximo de Oxigénio. 

 

3.2 PROTOCOLO DE TESTE 

 

Como o objetivo desta tese está centrado na repercussão do treino ao longo da vida sobre 

a imunosenescência e inflamação em atletas master, iniciamos a descrição dos protocolos de 

teste pela abordagem da metodologia relativa ao histórico desportivo dos atletas ao longo da 

vida. Em seguida, apresentamos os testes protocolares utilizados para a análise das variáveis 

fisiológicas. A utilização deste procedimento também permitiu a obtenção dos espécimes 

orgânicos utilizados para os procedimentos bioquímicos, hormonais e imunológicos. Serão 

igualmente apresentados os principais procedimentos adotados em análise laboratorial dos 

parâmetros bioquímicos, hormonais e imunológicos, referindo os procedimentos adequados à 

recolha e manipulação do material biológico, bem como a especificação do equipamento 

utilizado. 

 

3.2.1 Histórico desportivo 

 

Todos os participantes preencheram um questionário de triagem de saúde e responderam 

a uma entrevista semiestruturada que incluía perguntas relacionadas com os critérios de 

inclusão / exclusão no estudo (Anexo 1). 



 

 103 

Os atletas master responderam a um questionário sobre o histórico desportivo ao longo 

da vida. O questionário é um relato auto-reportado relativamente ao início da vida atlética, das 

modalidades praticadas e a duração dedicada para cada categoria, inclusivamente o ano de 

início e término, as horas por semana e os meses por ano no desporto mencionado e ainda os 

episódios de lesão (Anexo 2).  

Um segundo questionário em relação ao planeamento da época de treino, incluindo o 

desenvolvimento das atividades, nomeadamente: tipo de atividade, categoria, horas/semana, a 

classificação da intensidade do esforço (fácil, moderado, intenso ou muito intenso), as 

competições pelas quais o atleta participou e os resultados obtidos nestas provas foi também 

aplicado (Anexo 2). 

 

3.2.2 Desenho experimental 

 

Um estudo transversal comparando os parâmetros hematológicos, inflamatórios e os 

níveis de citocinas foi realizado mediante as recolhas obtidas na primeira visita dos 

participantes ao laboratório e com os dados obtidos em repouso. Um dos objetivos essenciais 

deste estudo foi avaliar o efeito do treino ao longo da vida e do envelhecimento, ou a interação 

entre eles sobre o comportamento de diversos marcadores biológicos. Com o objetivo de 

eliminar efeitos residuais do treino, as recolhas foram realizadas respeitando no mínimo 72 

horas de recuperação da última sessão de exercício. Os participantes chegaram no laboratório 

às 09:00 e descansaram durante 10 minutos. Durante esse período, os participantes foram 

orientados relativamente a todos os procedimentos que seriam realizados no dia do teste. 

Primeiramente foi efetuada uma recolha de sangue. Em seguida, foi feita a avaliação 

antropométrica. Após, um protocolo de esforço máximo em cicloergómetro foi realizado. 

Novas colheitas de sangue foram feitas após 10 minutos e 1h após o final do teste. Todos os 

procedimentos foram realizados no início da época desportiva dos atletas (Figura 3.1). Nove 

atletas foram convidados a retornar ao laboratório num segundo momento, o qual deveria 

corresponder ao período final da sua época de treino ou a 1 semana após a principal competição 

que haviam participado no final da temporada. Esses dados foram analisados para o Estudo 4 

que objetivou investigar uma época de treino dos atletas. 
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Figura 3.1. Desenho experimental.  

 

3.2.3 Composição corporal 
 

A estatura e a massa corporal de cada participante foram determinadas utilizando um 

estadiómetro Harpenden, modelo 98,603 (Holtain Limited) e uma balança digital Seca modelo 

770 (Seca), respetivamente. Em seguida, os sujeitos foram avaliados no equipamento BodPod, 

o que permitiu a determinação da percentagem de gordura (%G) e da massa livre de gordura 

(MLG) dos participantes, seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante. As medidas de 

peso e estatura foram posteriormente utilizadas para o cálculo do Índice de Massa Corporal 

(IMC).   

 
3.2.4 Determinação do VO2max 

 

Uma vez obtidas as medidas de repouso, os sujeitos realizaram um protocolo de esforço 

máximo em cicloergómetro. O objetivo deste teste foi obter as respostas agudas de marcadores 

bioquímicos e imunológicos e compará-las com as dos indivíduos sedentários que realizaram 

os mesmos procedimentos. O teste foi realizado em cicloergómetro (Lode, Groningen, 

Holanda), considerado como o ergómetro mais adaptável a amostra em estudo, independente 

da modalidade desportiva praticada. Nosso objetivo era uma padronização dos resultados e a 

tomada de medidas agudas sem a necessidade de que o teste fosse o mais específico possível 

para a modalidade desportiva praticada pelo atleta. As perdas no VO2max obtido não seriam 

relevantes para os parâmetros que queríamos analisar.  
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Ao iniciar o teste, medições de O2 e CO2 de respiração-a-respiração foram registados 

continuamente (Quark TCP Cosmed, COSMED, Roma, Itália). Os sujeitos respiraram de forma 

contínua através de uma máscara facial. Os analisadores de O2 e CO2 foram calibrados com 

gases conhecidos, de acordo com as orientações do fabricante (5 5%CO2, 16%O2, BAL N2 

UN1956, 560 litros, 2200 psig, 70ºF (21ºc), Cosmed, COSMED, Roma, Itália). Uma seringa 

de 3 litros foi usada para calibrar o sensor de volume antes do início do protocolo do teste. Os 

participantes começaram o teste com uma carga de 75 watts para uma fase de aquecimento, 

seguido por incrementos de 25 watts por estágio de 3min até que o sujeito não pudesse 

continuar, apesar do forte encorajamento verbal. Os sujeitos pedalaram a uma cadência 

constante entre 80 e 85 rpm.  

Para assegurar que o VO2max fosse alcançado com a melhor precisão possível, os sujeitos 

tinham de cumprir, pelo menos, dois dos seguintes critérios: (1) atingir a frequência cardíaca 

máxima (FCmax) maior do que a FC máxima para idade prevista (208 menos 0,7 * idade), (2) 

uma razão de troca respiratória > 1.15 e (3) um plateau no VO2, apesar do aumento da carga 

imposta. Devido a razões de segurança o teste foi interrompido quando foi observado um 

aumento no VO2, sem aumentos da FC (McArdle, Katch & Katch, 2014; Tanaka, Monahan & 

Seals, 2001). Todos os participantes realizaram o teste com acompanhamento de 

eletrocardiograma (ECG). 

Durante o teste, a frequência cardíaca foi monitorizada minuto-a-minuto por telemetria 

de ondas curtas (COSMED, COSMED, Roma, Itália). A frequência cardíaca máxima (FCmax) 

foi obtida pelo maior valor assumido da FC no último patamar do teste. Imediatamente após o 

final do teste de esforço, foi colhida uma micro amostra sanguínea da polpa do dedo com o 

objetivo de avaliar a concentração de lactato (Lacmax). A medição da concentração de lactato foi 

realizada através do analisador portátil Lactate Pro (R), conforme indicações do fabricante. 

No final de cada patamar do teste, os atletas foram convidados a identificar numa tabela 

fixada em frente a bicicleta o esforço percecionado através da utilização da escala Cr10 de Borg 

(Minganti, Ferragina, Demarie, et al., 2011). A Perceção Subjetiva de Esforço (RPE) do teste 

foi adotada como o maior valor, numa escala de 0 a 10, obtido no último patamar do teste. 
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3.2.5 Recolha sanguínea e hemograma 

 

As amostras de sangue venoso (16 ml) foram obtidas da veia antecubital por punção 

venosa e coletadas nos momentos pré-exercício (Pre), dentro de 10 min pós-exercício (Post) e 

1 h pós-exercício (1h). O sangue foi armazenado em 3 tubos contendo EDTA e num tubo para 

soro. Os tubos de EDTA foram utilizados para o hemograma, separação do plasma e para os 

procedimentos de citometria de fluxo e sorting celular.  

Para a realização do hemograma foi utilizado o aparelho “Coulter counter Analyzer”, 

que utiliza um método automático para determinar as quantidades e percentagens dos diferentes 

constituintes hematológicos (Beckman Coulter, Inc., Miami, Florida). De interesse, foram 

determinados leucócitos (WBC), eritrócitos (glóbulos vermelhos, RBC), granulócitos, 

linfócitos, monócitos, plaquetas, volume médio de plaquetas (MPV), hemoglobina (Hb), 

volume corpuscular médio (VCM), concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), 

hematócrito (Ht) e hemoglobina corpuscular média (HCM). Todas as contagens de células 

sanguíneas foram corrigidas para as variações de volume de plasma  (Dill & Costill, 1974). As 

mudanças no volume plasmático foram estimadas a partir de mudanças no conteúdo de 

hemoglobina e hematócrito das amostras de sangue total nos tubos de EDTA imediatamente 

após a coleta da amostra. A concentração de hemoglobina e do hematócrito do sangue total 

foram usadas para calcular as variações de volume plasmático em relação ao Pre (Dill & Costill, 

1974). As amostras de sangue de 2 tubos de EDTA e do tubo do soro foram centrifugadas a 

4°C durante 10 minutos a 2000 rpm. Após centrifugação, o plasma e o soro foram armazenados 

a -80°C até serem utilizados para os ensaios das concentrações de citocinas e da concentração 

de proteína C-reativa, respetivamente. 

 

3.3 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CITOCINAS PLASMÁTICAS 

 

 Os níveis plasmáticos de IL-1ra, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α, foram determinados 

por ELISA usando conjunto Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Quantikine, R 

& D Systems, Minneapolis, MN, EUA) seguindo as instruções do fabricante. Os níveis da 

proteína C-reativa no soro foram determinados utilizando o analisador Horiba Medical Pentra 
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C200 (Kyoto, Japão) seguindo as instruções do fabricante.  O limite mínimo de deteção para 

todas as citocinas e o coeficiente de variação médio para a análise em duplicado estão descritos 

na Tabela 3.2.  

Tabela 3.2. Valores correspondentes ao limite mínimo de deteção e o coeficiente de variação 

médio para análise em duplicado das citocinas IL-1ra, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α 

medidos no plasma. 

Citocina 
Limite mínimo 

(pg/mL) 
Coeficiente de variação 

(%) 
IL-1ra 4.10 3.29 
IL-1β 1.33 1.71 
IL-6 3.01 4.59 
IL-8 1.40 5.01 
IL-10 0.43 4.39 
TNF-α 4.86 2.65 

 

 

3.4 CITOMETRIA DE FLUXO 

 

Os estudos de imunofenotipagem no sangue periférico foram realizados utilizando um 

conjunto de oito anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos, sendo as 

amostras adquiridas no citómetro FACS Canto II (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Em 

200 µl de sangue periférico foram adicionados os seguintes anticorpos monoclonais (mAB) 

conjugados com os fluorocromos (definidos entre parênteses): 1.5 µl de CD3-PB (Pacific azul, 

clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA EUA), 2.5 µl de CD4-APC-H7 (aloficocianina-

hilite 7 , Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, EUA), 2.5 µl de CD8-KO (Krome 

Orange, Clone 5MZ.332, Beckman Coulter, Miami, FL, USA), 10 µl  de CD25-PE (ficoeritrina, 

clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), 10 µl de CD127-FITC (isotiocianato de 

fluoresceína anti-humano, clone R.34.34, Beckman Coulter), 2.5 µl de CD27-PECy5 

(ficoeritrina-cianina 5, clone R.8.01, Beckman Coulter), 2.5 µl de CD45RA-PECy7 

(ficoeritrina-cianina 7, clone L48, BD Bioscience) e 1.5 µl de KLRG1-APC (aloficocianina, 

Clone 2F1 / KLRG1, BioLegend, San Diego, CA).  
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Após a adição dos anticorpos monoclonais procedeu-se a incubação durante 10 min à 

temperatura ambiente no escuro. Depois disso, 2 ml de solução de lise FACS (BD Biosciences) 

foi adicionada. As células foram novamente incubadas à temperatura ambiente durante mais 10 

min e, em seguida, lavou-se com 2 ml de PBS. Os tubos foram então centrifugados a 540 g 

durante 5 min e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspensas em 0,5 ml de 

PBS e adquiridas imediatamente no citómetro de fluxo FACS Canto II (BD). 

Procedeu-se à aquisição de cerca de 1.000.000 eventos. A população de linfócitos foi 

definida com base na sua baixa granularidade (side scatter) e seu pequeno tamanho (foward 

scatter) (Figura 3.2a). Os linfócitos T foram identificados de acordo com sua positividade para 

CD3 (Figura 3.2b). As células T CD4+ e T CD8+ foram definidas com base na sua positividade 

para CD4+ e CD8+, respetivamente (Figura 3.2c). Cada subpopulação de células T CD4+ e T 

CD8+ foi divida em naïve (CD27+/CD45RA+), memória-central (CM; CD27+/CD45RA-), 

memória-efetora (EM; CD27-/CD45RA-) e efetoras-terminais (EMRA; CD27-/CD45RA+). As 

células T CD8+ ainda foram subdivididas em mais uma população, SLEC (CD27-/low, 

CD45RA++) (Figura 3.2d). As Tregs foram definidas com base no seguinte fenótipo: 

CD4+CD25brightCD127dim (Figura 3.2c). Todas essas subpopulações foram analisadas para a 

proporção de células senescentes com base na expressão de KLRG1+. A Figura 3.2 mostra um 

modelo esquemático da estratégia utilizada para definir as diferentes populações de células 

estudadas. As contagens absolutas das células de interesse foram calculadas utilizando uma 

metodologia de plataforma dupla (citometria de fluxo e analisador de células hematológicas - 

Beckman Coulter LH 750, Miami, EUA). A análise dos dados foi realizada no software Infinicyt 

versão 1.7 (Cytognos, Salamanca, Espanha). 
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Figura 3.2. Modelo esquemático da 

estratégia utilizada para definir as diferentes 

populações de células estudadas. 
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3.4.1 Procedimento de separação celular 

 

As populações de células T CD4+ e T CD8+ e Tregs foram purificados por FACS, 

utilizando um cell sorter FACSAria II (BD), de acordo com o seu fenótipo típico. Assim, uma 

combinação de 7 cores de mAB conjugados com os fluorocromos (descritos entre parênteses) 

foi utilizada: 1.5 µl de CD3-PB (Pacific azul, clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA 

EUA), 2.5 µl de CD4-APC (aloficocianina, Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, 

EUA), 2.5 µl de CD8-KO (Krome Orange, Clone 5MZ.332, Beckman Coulter, Miami, FL, 

USA), 10 µl de CD25-PE (ficoeritrina, clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), 10 µl 

de CD127-FITC (isotiocianato de fluoresceína anti-humano, clone R.34.34, Beckman Coulter), 

2.5 µl de CD27-PECy5 (ficoeritrina-cianina 5, clone R.8.01, Beckman Coulter), CD45RA-

PECy7 (ficoeritrina-cianina 7, clone L48, BD Bioscience). Esta marcação permitiu a 

identificação de células T CD4+ (CD4+CD3+CD8-); células T CD8+ (células CD3+CD4-CD8-) e 

Tregs (que são CD25brightCD127dim). Ainda foram purificadas as células naïve 

(CD27+/CD45RA+), memória-central (CD27+/CD45RA-), memória-efetora (CD27-/CD45RA-) 

e efetoras-terminais (CD27-/CD45RA+) de cada população de células T CD4+ e T CD8+. Nas 

populações de células purificadas procedeu-se a extração de mRNA. 

 

3.5 EXPRESSÃO GÉNICA DOS MEDIADORES DA RESPOSTA IMUNE 

 

3.5.1 Extração de mRNA das células purificadas 
 

O conteúdo de células purificadas foi transferido para um tubo Eppendorf de 1,5 ml e 

centrifugado durante 5 min a 300 g e o sedimento foi ressuspendido em 350 µL de tampão de 

lise de RLT (Qiagen , Hilden, Alemanha).  

 Anteriormente, à análise dos níveis de expressão génica do gene em estudo, o RNA 

necessita de ser transcrito em DNA complementar (cDNA), usando-se para tal, uma 

transcriptase reversa. No caso, da transcrição reversa do mRNA total (extraído das células 

purificadas), foi usado o kit SuperScript® III (Invitrogen™).  
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Para formação do cDNA foi utilizado o método qRT-PCR SYBR® verde que utiliza o 

fluorocromo SYBR® verde o qual liga-se ao produto de amplificação, entre as cadeias duplas 

de DNA, e emite fluorescência proporcional ao produto de amplificação por reação em cadeia 

com polimerase (PCR). Isso permite acompanhar a cinética e eficiência do processo de 

amplificação. 

A mistura de reação contém 5 µl de 2x Quantitect ™ SYBR® Verde PCR Master Mix 

(DNA polimerase HotStar®, tampão Quantitect ™ SYBR® Verde PCR, mistura dNTP, 

SYBR® Verde I e água livre de RNase) 1 ul de 10x primer geNorm ™ e 2 µl de água livre de 

RNase, por reação. A mistura de reação (8μl) foi transferida para uma placa de 96 poços e 2 µl 

do template de cDNA foi adicionado, fazendo um volume final de 10 µl. A placa foi então 

selada, misturada por vórtice e centrifugada a 2000xg durante 1 min antes de ser incubada no 

LightCycler® 480 (Roche). A incubação correu de acordo com a tabela 3.3. A quantificação 

relativa da expressão do gene em tempo real por PCR foi realizada no LightCycler 480 II 

(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suíça).  

 

Tabela 3.3: Programa de incubação PCR no LightCycler® 480 (Roche). 

 Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos 
Ativação enzimática 95 15:00 1 
Amplificação e Aquisição do 
sinal 

94 0:15 50 
55 0:30 
72 0:30 

Curva Melting 95 0:15 1 
60 0:15 1 
95 Contínuo 1 

Esfriamento 40 0:30 1 
 

3.5.2.1 Normalização e Genes de referência 

 

Para efetuar a análise dos resultados obtidos por PCR em tempo real foi necessário 

encontrar dois genes de referência, para se proceder à normalização dos valores obtidos. Sendo 

que, um gene de referência é definido como um gene cuja expressão não deve diferir entre 

amostras, geralmente genes housekeeping. Para escolher os dois genes de referência a usar, 

utilizaram-se amostras aleatórias nas reações com cada um dos 03 genes que poderia ser usado 
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como gene de referência: GAPDH (codifica gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), CYC1 

(codifica Citocromo C-1), SF3A1 (codifica subunidade 1 do fator de splicing 3a) e procedeu-

se à realização das reações de PCR em tempo real de acordo com o que está descrito na seção 

3.5.1. Uma vez terminadas as reações, os resultados obtidos foram analisados recorrendo ao 

programa geNorm (PrimerDesign), o qual fez a escolha dos dois melhores genes que se 

adequavam ao tipo de amostras usadas no estudo. Conhecidos os dois genes de referência para 

as amostras de frações celulares, realizaram-se as reações de PCR em tempo real com os 

respetivos genes de referência. De seguida, foi necessário proceder ao cálculo do Fator de 

Normalização para cada uma das amostras recorrendo, novamente, ao programa geNorm 

(PrimerDesign). Este valor foi, posteriormente, usado para o cálculo do valor de expressão 

génica normalizada (do inglês, Normalized Gene Expression, NGE).  Para o estudo da 

expressão génica de IL-10, FoxP3 e TGF-b nas Tregs os genes de referência foram o gene 

CYC1 e GAPDH. Estes genes foram selecionados pelo programa geNorm™, a partir de um 

pool de 5 genes sujeitos a qRT-PCR de 09 amostras de cDNA, entre os controlos e amostras de 

teste. Para o estudo da expressão génica de CCR7 e FASL nas células T CD8+ naïve e efetoras-

terminais os genes de referência foram o gene CYC1 e SF3A1. Estes genes foram selecionados 

pelo programa geNorm™, a partir de um pool de 5 genes sujeitos a qRT-PCR de 09 amostras 

de cDNA, entre os controlos e amostras de teste. Os resultados para a quantificação relativa 

foram obtidos usando o método Pfaffl que utiliza os valores de CT (limiar de ciclo), o ciclo 

correspondendo ao primeiro momento da amplificação detetado, em cada amostra (Figura 3.3). 

 

Figure 3.3: Modelo genérico dos 

resultados do plot qRT-PCR.  

O valor de CT, utilizado no método Pfaffl 

é determinado pelo ciclo de amplificação 

em que o sinal do produto de amplificação 

cruza a linha de limiar. Quanto mais cedo 

o valor CT, maior é a expressão genética. 

Se o sinal de amplificação não cruzar o 

limiar, a amostra é considerada negativa. 

(Http://www.ncbi.nlm.gov/probe/docs/tec

hqpcr/) 
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3.6 DETERMINAÇÃO DA IGA, CORTISOL E TESTOSTERONA SALIVARES 

 

3.6.1 Procedimentos adotados na recolha e processamento para análise laboratorial da 

saliva 
  

Na primeira visita ao laboratório, ou quando necessário, por telefone ou e-mail, os 

elementos da amostra foram informados dos procedimentos a adotar na recolha de saliva e que 

cumprem o determinado pelo fabricante dos kits de análise salivares (Salimetrics, USA). 

1. Não ter ingerido o pequeno-almoço 1 hora antes da recolha 

2. Evitar consumir álcool nas 24 horas antes da recolha 
3. Não ingerir alimentos, mastigar pastilhas elásticas ou rebuçados no período de 30 – 45 

minutos que antecedem a recolha 

4. Não lavar os dentes com pasta dentífrica 2 horas antes da recolha, sendo apenas 

permitido bochechar a boca com água 10 minutos antes da recolha 

5. Cada indivíduo permaneceu sentado durante o processo de recolha da saliva. Foi 

recolhida toda a quantidade possível de saliva produzida passivamente em recipiente 

apropriado, durante 2 minutos. Esgotado o tempo de recolha o recipiente é fechado e 

colocado sob refrigeração.  
6. Posteriormente, a quantidade de saliva é centrifugada e distribuída por dois tubos 

Eppendorf antes de ser congelada a -20oC, para análise posterior.  

 

 

3.6.1.1 Procedimentos na determinação da IgA, cortisol e testosterona salivares 

 

A determinação dos parâmetros salivares (IgA, cortisol e testosterona) foi realizada 

através da técnica de ELISA. O método utilizado para a determinação do cortisol e testosterona 

salivares foi uma ELISA competitiva (Salimetrics, USA) sendo seguidos todos os 

procedimentos sugeridos pelo fabricante. Resumidamente, as amostras de saliva foram 

descongeladas à temperatura ambiente e centrifugadas (3000rpm) antes da realização dos 

diferentes ensaios. Uma placa de 96 poços foi coberta com anticorpos específicos ao ligando 

(cortisol ou testosterona). Standards e amostras competem com a peroxidase pelas ligações ao 
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anticorpo. Após a incubação os componentes não ligados são lavados. O complexo ligando-

peroxidase é então medido pela reação da peroxidase com o substrato tetrametilbezidina 

(TMB). Essa reação produz coloração azul. Após é adicionado uma solução de ácido sulfúrico, 

com nome de “stop” a qual interrompe qualquer futura reação, tornando a coloração amarela. 

A densidade óptica foi medida num espectrofotómetro leitor de ELISA a 450 nm (Tecan 

sunrise, Austria). O cálculo das concentrações de cortisol (ug/dL) e de testosterona (pg/mL) das 

amostras foi feito por interpolação dos valores das respetivas densidades óticas das amostras 

com a concentração conhecida dos standards de cada hormona. A concentração de IgA (mg/L) 

foi determinada por um imunoensaio enzimático de competição indireta (Salimetrics, USA). 

 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi feita com recurso à utilização dos softwares SPSS para Mac 

versão 24.0 e GraphPad Prism para Windows versão 5.0. 

As variáveis do estudo foram expressas descritivamente pela média e desvio padrão, ou 

pela média e o erro padrão da média quando for necessário. A análise de normalidade da 

distribuição foi realizada através do teste Kolmogorov-Smirnov. Dados não distribuídos 

normalmente foram analisados através de instrumentos não paramétricos. Para a análise 

comparativa do comportamento das variáveis nos diferentes momentos realizados, utilizamos 

o teste ANOVA de medidas repetidas (distribuição normal) ou o teste de Friedman para 

medidas repetidas (não-paramétrico). Sempre que obtida significância estatística para os testes 

de ANOVA ou Friedman foram analisados adicionalmente a correção de Bonferroni o teste de 

Dunn para comparações múltiplas, respectivamente, para determinar os momentos de alteração 

significante nos resultados das variáveis do estudo. Para comparação entre grupos recorreu-se 

aos testes t de Student (dados não-pareados) ou Kruskal-Wallis (não-paramétrico). 

Considerando o tamanho da amostra do grupo feminino de atletas (N = 3) e também pela 

homogeneidade dos parâmetros, o grupo de masters foi analisado na sua totalidade e nenhuma 

comparação entre géneros foi feita, inclusivamente para os grupos controlo. 

A exploração de prováveis associações no comportamento entre variáveis foi realizada 

através do teste de Pearson, quando a normalidade estivesse garantida, ou através do teste de 
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Spearman (não-paramétrico), com a exigência do mesmo nível de significância. Para relatar a 

força da intervenção do exercício ou a magnitude do efeito da condição (masters vs. controlo) 

o tamanho do efeito de Cohen (ES) foi calculado e foi categorizada pela convenção: d = 0.2 

pequeno efeito; d = 0.5 efeito médio; d = 0.8 ou mais, grande efeito, utilizando G * Power 

Versão 3.1.9.2. Em todos os testes estatísticos realizados foi exigido um grau de significância 

de P<0.05. 

Os resultados descritivos do modelo multinível são apresentados como médias ± desvio 

padrão (DP). A distribuição Gaussiana para cada parâmetro foi avaliada por um teste de 

Shapiro-Wilk. O nível alfa foi ajustado em 0.05. Para as análises de mudança, considerando o 

planeamento multinível do estudo [unidades de nível 1 (intra-individual) dentro de cada 

unidade de nível 2 (indivíduos de diferentes grupos)], foram construídos modelos hierárquicos 

de efeitos aleatórios (REM) usando uma abordagem de modelagem multinível (MLwiN v2.26, 

Center for Multilevel Modeling, Universidade de Bristol, Bristol, Reino Unido) (Baxter-Jones, 

Mirwald, McKay, et al., 2003).  

Modelos de análise que continham variáveis medidas em diferentes níveis de uma 

hierarquia são conhecidos como modelos de regressão multinível. O seguinte modelo 

multinível polinomial aditivo foi adotado para descrever as mudanças em resposta a um 

protocolo de esforço máximo: 

yij = (α + μj) + (β + vj) xij + (ɀ1ij + ɀ2ij + ··· + ɀnij) + ɛij  

 

Esta equação é um exemplo de REM no qual os coeficientes de regressão de nível 1 são 

tratados como variáveis aleatórias no nível 2. Neste exemplo, os minutos de início (x) estão nas 

partes fixa e aleatória do modelo. Isto é visto claramente quando a equação 1 é rearranjada em 

partes fixas e aleatórias: 

yij = (α + βj xij) + (ɀ1ij + ɀ2ij + ··· + ɀnij) + (µj + vjxij + ɛij) 

 

onde y é a %Total Ly, %Total LyT, %LyT, %Total CD4+, %CD4+, %Total CD8+ e %CD8+; 

naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) e efetoras-terminais (EMRA) das células 

T CD4+ (%CD4); naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) e efetoras-terminais 
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(EMRA) das células T CD8+ (%CD8); LyT/KLRG1+, %CD4+/KLRG1+, 

%CD4+/naïve/KLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+ e 

%CD4+/EMRA/KLRG1+ na ocasião da medição i no jth indivíduo, α é a constante para cada jth 

indivíduo, βj xij é a inclinação para os parâmetros dependentes ao longo do tempo (isto é, minuto 

de medida) para jth indivíduo; e ɀ1 a ɀn foram os coeficientes das variáveis explicativas (por 

exemplo, idade, sexo, VO2max etc.) na ocasião da avaliação i no jth indivíduo. Estes foram os 

parâmetros fixos no modelo. 

Ambos μj, vjxij e εij formaram os parâmetros aleatórios no modelo. Eles foram assumidos 

como independentes e seguem uma distribuição normal, com médias iguais a zero e variância 

σ2. εij~N[0,var(εij)] foi o nível residual 1 (variação intra-individual) para a ith avaliação de 

%Total Ly, %Total LyT, %LyT, %Total CD4+, %CD4+, %Total CD8+ ou %CD8+; das células 

T CD4+ (%CD4) naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) ou efetoras-terminais 

(EMRA); das células T CD8+ (%CD8) naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) 

ou efetoras-terminais (EMRA); LyT/KLRG1+, %CD4+/KLRG1+, %CD4+/naïve/KLRG1+, 

%CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+ ou %CD4+/EMRA/KLRG1+ no jth indivíduo. 

Além disso, μj~N[0,var(μ)] foi a variância de interceptos entre indivíduos e !ijxij~N[0,var(!ijxij)] 

foi a variância de slopes entre indivíduos; Sendo assim utilizadas como variâncias de resíduos 

de nível 2 (entre sujeitos) para o jth indivíduo. A equação μj×!ijxij~N[0,var(μj×!ijxij)] explicou as 

relações de covariância entre as interceptos e slopes no modelo (Jackowski, Baxter-Jones, 

Gruodyte-Raciene, et al., 2015; Baxter-Jones, Mirwald, McKay, et al., 2003). 

Modelos foram construídos usando um procedimento stepwise, ou seja, variáveis 

preditoras (efeitos fixos z) foram adicionados uma de cada vez, e as estatísticas de razão de 

verossimilhança foram usadas para julgar o ajuste estatístico do modelo (Baxter-Jones, 

Mirwald, McKay, et al., 2003). As variáveis preditoras (z) foram aceitas como significativas se 

o coeficiente médio estimado fosse maior do que o dobro do erro padrão da estimativa. Se o 

critério de retenção não fosse cumprido, a variável preditora foi descartada. Funções de potência 

do minuto de medida foram introduzidas nos modelos lineares para permitir a não-linearidade 

de mudanças nos parâmetros dependentes. As variáveis a seguir foram introduzidas como 

preditoras nos modelos multinível: minuto de medida, minuto de medida2, idade, estatura, 

massa corporal e VO2max. Foram criadas variáveis dummy para grupos de sexo e treino (amostra) 

com participantes do sexo feminino e controlos como categorias de referência, respectivamente. 

Um total de vinte oito independentes REMs multiníveis foram construídos. 
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Resultados 
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4. ESTUDO 1: TREINO AO LONGO DA VIDA EM ATLETAS MASTER: APTIDÃO 

FUNCIONAL, VARIÁVEIS HEMATOLÓGICAS E BALANÇO INFLAMATÓRIO DE 

CITOCINAS.	
  

Resumo: 
Objetivo: o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do envelhecimento e do treino 

ao longo da vida no VO2max, parâmetros hematológicos básicos e balanço de citocinas pró e 

anti-inflamatórias e na sua resposta a uma sessão de exercício agudo.  

Métodos: os participantes (n = 39) foram divididos em 3 grupos: adultos-jovens (AJ; n = 9), 

adultos (A; n = 10) e atletas master (AM; n = 20). Os grupos AJ e A não estavam envolvidos 

em qualquer prática sistemática de exercício, enquanto os atletas master tinham um mínimo de 

20 anos de envolvimento no desporto de competição. Todos os indivíduos realizaram um teste 

progressivo máximo em cicloergómetro. As amostras de sangue foram obtidas antes (Pre), em 

10 min pós-exercício (Post) e 1 h pós-exercício (1h).  

Resultados: os valores do consumo máximo de oxigênio (VO2max) foram semelhantes para 

atletas master e grupo AJ, ambos apresentando valores mais elevados quando comparados com 

o grupo A. O grupo de atletas master apresentou as concentrações das citocinas IL-1ra, IL-1β 

e IL-8 mais elevadas em todos os momentos. Os valores mais elevados da citocina anti-

inflamatória IL-10 foram observados para o grupo AJ com o grupo A mostrando os valores 

mais baixos. A IL-1β aumentou após o exercício apenas no grupo AJ. No entanto, as citocinas 

pro-inflamatórias IL-1 β e IL-6 diminuíram durante a recuperação (1h) no grupo de atletas 

master enquanto a IL-8 diminuiu em todos os grupos (1h). O rácio TNF-α/IL-10 foi mais 

elevada em todos os pontos de tempo medidos para o grupo de adultos, quando comparado com 

os grupos de atletas master e adultos-jovens. 

Conclusão: O treino ao longo da vida ajuda a manter o equilíbrio de citocinas pró-inflamatórias 

e anti-inflamatórios, com níveis de IL-10 próximos aos encontrados em adultos-jovens. 

Palavras-chave: Inflamação, treino ao longo da vida, envelhecimento, consumo máximo de 

oxigênio, fator de necrose tumoral-alfa, interleucina-10. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

A criação de um estado pró-inflamatório prolongado chamado "inflammaging" conduz 

à inflamação em vários tecidos e órgãos em idosos. A sinalização intracelular que caracteriza a 

inflamação é controlada por reguladores moleculares extracelulares, incluindo os membros da 

família de citocinas que medeiam o recrutamento das células imunes e o controlo de complexos 

de sinalização intracelular que caracterizam os mecanismos da inflamação (Turner, Nedjai, 

Hurst, et al., 2014). Assim, o envelhecimento resulta numa inflamação crónica de baixo grau, 

que é definida por um aumento de duas a quatro vezes em mediadores pró-inflamatórios, tais 

como TNF-α, IL-6, IL-1β , o IFN-γ e aumento do número de células brancas do sangue (Woods, 

Wilund, Martin, et al., 2012).  

O exercício físico exerce um potente efeito anti-inflamatório (Gleeson, Bishop, Stensel, 

et al., 2011), sugerindo que o exercício, por si só pode ser uma contramedida eficiente para 

prevenir ou retardar o aparecimento de algumas doenças crónicas associadas a este estado 

inflamatório de baixo grau (Simpson, Lowder, Spielmann, et al., 2012). Geralmente, uma única 

sessão de exercício induz uma resposta inflamatória que é semelhante à induzida por infeção 

ou trauma. No entanto, clássicas citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β, em geral, 

não aumentam com o exercício (Reihmane, Jurka, Tretjakovs, et al., 2013; Steensberg, Fischer, 

Keller, et al., 2003), indicando que a cascata de citocinas induzida por exercício difere 

claramente da cascata de citocinas induzida por infeções. Além disso, o aumento transitório nos 

níveis de IL-6 na circulação durante o exercício parece ser responsável por um aumento nos 

níveis de citocinas anti-inflamatórias, nomeadamente, IL-10 e IL-1ra que estimulam a 

libertação de cortisol e diminuem o TNF-α após o exercício. A IL-1ra é uma citocina anti-

inflamatória que é secretada primeiramente por monócitos e macrófagos e inibe as ações pró-

inflamatórias de IL-1β. A IL-10 está envolvida na regulação negativa da resposta imune 

adaptativa e na redução dos danos teciduais induzidos por inflamação. Assim, a resposta de 

citocinas ao exercício pode ser um de vários mecanismos anti-inflamatórios que podem ajudar 

o exercício a neutralizar o processo de envelhecimento (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011).  

Há estudos muito limitados que mostram que o treino de longo prazo reduz a inflamação 

crónica (Beavers, Hsu, Isom, et al., 2010). A literatura publicada sobre o treino e 

envelhecimento é geralmente associada a programas de exercício ou de treino de curta duração, 
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8-12 semanas (Della Gatta, Garnham, Peake, et al., 2014; Rodriguez-Miguelez, Fernandez-

Gonzalo, Almar, et al., 2014), 16 a 32 semanas (Beavers, Ambrosius, Nicklas, et al., 2013; 

Martins, Neves, Coelho-Silva, et al., 2010) e 1 ano (Beavers, Hsu, Isom, et al., 2010).  

Neste contexto, atletas master com uma prática ao longo da vida de treino regular são 

um grupo interessante que poderia ser usado como um modelo único para estudar o 

envelhecimento no contexto do treino otimizado sobre o envelhecimento ativo e saudável 

(Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; Tanaka & Seals, 2008). Por exemplo, os atletas 

master mantém seus valores de VO2max e não seguem o declínio conhecido desta variável com 

a idade (Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015). O VO2max está relacionado com a capacidade de 

resistência e a redução do VO2max é a principal razão para o declínio na resistência funcional 

com o envelhecimento (Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 2009).  

Embora o foco da literatura sobre atletas master e os efeitos benéficos do exercício sobre 

o envelhecimento esteja crescendo (de Gonzalo-Calvo, Fernández-García, de Luxán-Delgado, 

et al., 2012; Faulkner, Davis, Mendias, et al., 2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; 

Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015; Silva, de Araújo, Fernandes, et al., 2016), as 

consequências do treino ao longo da vida sobre o envelhecimento não são claras, em grande 

parte devido à dificuldade em dissociar os efeitos do envelhecimento normal daqueles 

provocados por uma prática de exercício físico regular. Além disso, os dados sobre os papéis 

das citocinas no envelhecimento são contraditórios (de Gonzalo-Calvo, Neitzert, Fernández, et 

al., 2010; Della Gatta, Garnham, Peake, et al., 2014). Alguns sugerem que a resposta 

inflamatória ao exercício ocasional aumenta com a idade, enquanto o treino regular pode ajudar 

a normalizar essa resposta (de Gonzalo-Calvo et al. 2010). No entanto, marcadores tradicionais 

do estado pró-inflamatório, como a IL-6, não são associados com o envelhecimento (Della 

Gatta et al. 2014). Portanto, são necessários estudos para clarificar o papel das proteínas 

inflamatórias no envelhecimento, e particularmente no processo de envelhecimento dos atletas.  

 O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do envelhecimento e do treino ao longo 

da vida no VO2max, parâmetros hematológicos básicos e balanço de citocinas pró e anti-

inflamatórias e na sua resposta a um exercício agudo, onde procurou-se: 

- Caracterizar o perfil antropométrico e funcional de atletas master submetidos a treino 

ao longo da vida e comparar os resultados com indivíduos que nunca foram submetidos 

a treino físico organizado; 
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- Analisar o comportamento da contagem de células do sangue periférico em função de 

um teste progressivo máximo em cicloergómetro. 

- Comparar os valores hematológicos de atletas master e controlos nas condições 

baseline, após e 1 hora após a realização de uma sessão aguda de exercício em 

cicloergómetro. 

- Determinar o balanço de citocinas pró e anti-inflamatórias em função da idade, do treino 

e da interação idade-treino. 

 

 

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

4.2.1 Sujeitos 

 

Os participantes (N = 39) foram divididos em 3 grupos: adultos-jovens (designado pela 

sigla AJ, N = 9), adultos (designado pela sigla A, N = 10) e atletas master (designado pela siga 

AM, N = 20). As características antropométricas e das variáveis funcionais estão apresentadas 

na Tabela 4.1. Os dados correspondem ao total da amostra de cada grupo, não sendo feita a 

subdivisão dos conjuntos de homens e de mulheres. 

Tabela 4.1 Características dos sujeitos. 

 Adultos-jovens Adultos Atletas master 
Idade (anos) 31.8 ± 3.00* 54.2 ± 5.9 53.1 ± 8.8 
Estatura (cm) 173.4 ± 9.16 168.6 ± 8.5 170.7 ± 5.3 
Peso corporal (kg) 65.2 ± 11.2 70.5 ± 12.9 74.9 ± 15.1 
IMC (kg.m-2) 21.8 ± 2.0 24.3 ± 3.2 25.1 ± 4.6 
Tempo de teste (min) 18.2 ± 7.4  10.3 ± 3.5* 16.8 ± 5.5 
Lacmax (mmol.L-1) 11.2 ± 3.1 9.2 ± 2.1 9.1 ± 2.1 
FCmax (bpm) 187.8 ± 4.1* 166.3 ± 6.0 166.6 ± 8.7 
VO2max (ml.min-1) 3142.8 ± 732.8 2076.0 ± 355.5* 2916.5 ± 661.1 
VO2max (ml.kg.min-1) 46.82 ± 6.05 29.29 ± 4.14* 40.33 ± 11.15 

Valores são Média ± Desvio Padrão. Adultos-jovens, N = 9; Adultos, N = 10; Atletas master, N = 20. Abreviaturas: 
IMC, Índice de Massa Corporal. FCmax= frequência cardíaca máxima; Lacmax= concentração máxima de lactato no 
sangue; VO2max= Consumo máximo de oxigênio. 

A metodologia completa para este estudo está descrita no Capítulo 3. Um modelo 

esquemático do desenho experimental está representado na Figura 4.1.  
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Figura 4.1 Desenho experimental.  

Resumidamente, os participantes chegaram no laboratório às 09:00 da manhã sem ter realizado atividade 

física rigorosa nas 72 horas prévias à visita ao laboratório. Um repouso de 10 minutos foi realizado por 

todos os indivíduos para a recolha de sangue. O sangue venoso em repouso (Pre) foi coletado por punção 

venosa para dentro de 2 tubos, um tubo que continha EDTA e o outro tubo para soro. Os participantes 

realizaram o protocolo de esforço máximo para determinações do VO2max usando um teste progressivo 

em cicloergómetro de frenagem por fricção (Lode, Groningen, Holanda). A frequência cardíaca foi 

monitorada durante todo o teste por telemetria de ondas curtas (Polar RS800CX, Polar, Finlândia). 

Novas amostras de sangue foram obtidas a 10 min pós exercício (Post) e 1 h pós-exercício (1h). 

Imediatamente após a colheita de sangue foram realizadas as análises hematológicas e da concentração 

plasmática de citocinas (Figura 4.1). 

 

4.2.5 Análise estatística  
 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando SPSS software pacote 

estatístico versão 23 para Mac (Chicago, IL, EUA). Pressupostos de homogeneidade foram 

verificados. Os efeitos da idade (adultos-sénior vs. adultos-jovens), treino (masters vs. adultos-

jovens) e a interação do treino e idade (masters vs. adultos-sénior) foram testadas usando 

ANOVA de duas vias, com testes post hoc Bonferroni. Os efeitos do exercício ao longo do 

tempo (isto é, Pre, Post e 1h) sobre parâmetros hematológicos, contagem de leucócitos e os 

níveis de citocinas foram testados utilizando uma ANOVA de medidas repetidas para dados 

distribuídos normalmente ou pelo teste de Friedman para dados que não tinham distribuição 

normal. Efeitos significativos para os testes ANOVA ou Friedman foram analisados ainda 

usando correção de Bonferroni ou teste de Dunn para comparações múltiplas para detetar 
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diferenças entre o Pre, Post e medidas de 1h entre grupos, respetivamente. A significância 

estatística foi aceita em P<0.05. Os gráficos foram feitos utilizando o programa GraphPad 

Prism (versão 5, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). As correlações entre o tempo de 

teste e citocinas foi avaliada usando o coeficiente de correlação de Spearman. 

 

4.4 RESULTADOS 

 

4.4.1 Variáveis hematológicas 
 

4.4.1.1 Estudo transversal 

 

Não foram observadas diferenças significativas para estatura, peso corporal e IMC entre 

os grupos (Tabela 4.1). O grupo de atletas master foi subdividido em 3 subpopulações conforme 

sua prática desportiva: atletismo (N = 12), judo (N = 3) e natação (N = 5). Em todas as 

modalidades houve uma semelhança quanto aos anos de treino realizados, meses por ano e 

horas por semana dedicados ao desporto. Esses valores são extremamente importantes pois 

demonstram a homogeneidade da amostra (Tabela 4.2). Em média, os atletas master treinaram 

24.6 ± 1.83 anos. Em cada ano a média de meses de treino no desporto foi de 10.27 ± 0.24 

meses, sendo que em cada mês, os atletas treinavam aproximadamente 5 horas semanais (5.45 

± 0.42 horas, Tabela 4.2). Os outros grupos (adultos-jovens e adultos) não tinham história de 

treino físico regular nos últimos 20 anos. O VO2max foi similar nos atletas master e grupo de 

adultos-jovens e ambos os grupos apresentaram valores absolutos (Tabela 4.2) e relativos 

(Figura 4.2) maiores quando comparados ao grupo de adultos. Como mostra a Figura 4.2, o 

treino ao longo da vida parece manter os valores de VO2max similares aos valores de adultos-

jovens saudáveis. O declínio funcional associado à idade (observado pelos valores inferiores de 

VO2max para os adultos) parece ser evitado com o treino. Em relação à modalidade desportiva, 

o grupo de nadadores apresentou valores de VO2max inferiores aos judocas e corredores 

(P<0.05). Não houve diferenças para as variáveis hematológicas, leucócitos e monócitos entre 

os grupos. O grupo AJ apresentou valores maiores em repouso (Pre) para a contagem de 
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linfócitos e granulócitos (Tabela 4.3). Na mesma tendência, não foram encontradas diferenças 

em repouso para os índices VCM, HCM, CHCM e MPV (P>0.05).  

 

Tabela 4.2. Níveis de atividade física dos sujeitos. 

 Atletas master Adultos Adultos-jovens 
VO2max (L.min-1) 2916.5 ± 147.8 2076.0 ± 112.4* 2996.5 ± 229.0 
Histórico desportivo:    
Anos de treino 24.6 ± 1.83   
Meses por ano no desporto 10.27 ± 0.24   
Horas por semana no desporto 5.45 ± 0.42   
 ß   
 Atletismo Judo Natação 
VO2max (L.min-1) 3054.9 ± 169.5 3003.0 ± 339.1 2532.6 ± 262.6* 
VO2max (ml.kg.min-1) 44.65 ± 3.18 39.60 ± 6.19 30.39 ± 1.94* 
Anos de treino 23.4 ± 2.4 26.3 ± 4.9 26.4 ± 3.8 
Meses por ano no desporto 10.6 ± 0.3 10.1 ± 0.6 9.6 ± 0.5 
Horas por semana no desporto 5.7 ± 0.5 5.1 ± 1.1 5.0 ± 0.8 

Valores são Média ± Desvio Padrão. Atletas master (N = 20), Adultos (N = 10) e Adultos-jovens (N = 8). 
* P < 0.005 comparado aos Masters e Adultos-jovens. Abreviaturas: VO2max= Consumo máximo de oxigênio. 
 
 
 

 
Figura 4.2: Valores médios do consumo máximo de oxigênio relativo. 

Os valores são Média ± Erro Padrão da Média. AJ (Adultos-jovens, N = 8), A (Adultos, N = 10) e AM 

(Atletas master, N = 20). * P < 0.01 quando comparado aos demais grupos. Abreviaturas: VO2max= 

Consumo máximo de oxigênio. 

4.4.1.2 Estudo agudo 
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O tempo para completar o teste de esforço foi similar entre masters e adultos-jovens e 

maior comparado ao grupo de adultos (P<0.05). Diferenças significativas foram encontradas 

para a FCmax, onde o grupo de adultos-jovens mostrou valores mais elevados comparado ao 

grupo de adultos (P < 0.001) e atletas master (P < 0.001). Nenhuma diferença foi observada 

para o Lacmax (Tabela 4.1). 

A Tabela 4.3, mostra os resultados para variáveis hematológicas (eritrócitos, 

hemoglobina e hematócrito), leucócitos e subpopulações (linfócitos, monócitos, granulócitos) 

dos grupos masters e controlos. Não houve diferenças entre os valores pré e pós-exercício para 

hematócrito e hemoglobina. Os valores de eritrócitos após o exercício mostraram aumentos 

significativos em todos os grupos (P < 0.01). Os índices de eritrócitos (VCM, HCM, CHCM) 

também mudaram, mostrando diminuição dos valores em Post para todos os grupos (P < 0.01). 

Todos os valores retornaram ao baseline 1 h após o exercício (1h) (Tabela 4.3). O exercício 

induziu uma leucocitose significativa em todos os grupos (P < 0.01). Este aumento também foi 

observado para linfócitos para os atletas master e Adultos-Jovens (P < 0.001). O exercício 

agudo também aumentou os monócitos para o grupo A (P < 0.01) e granulócitos para os atletas 

master (P < 0.01; Tabela 4.3). Plaquetas e índices relativos (MPV) aumentaram 

significativamente após o exercício (P<0.05; Tabela 4.3). Essas mudanças retornaram aos 

valores basais 1 h após o exercício (1h) (Tabela 4.3). 

 

4.4.1.3 Discussão 

 

Nossos resultados mostram que os atletas master são capazes de manter valores de 

VO2max similares aos de adultos-jovens saudáveis, revertendo em parte os efeitos do 

envelhecimento.  Ao contrário, indivíduos acima de 40 anos e sedentários (54.2 ± 2.11 anos) 

demonstram ter um declínio funcional do VO2max quando comparados com adultos-jovens 

estando assim relacionado com o envelhecimento. 

 

Tabela 4.3. Variáveis hematológicas e contagem de leucócitos.  

 Pré-exercício Pós-exercício 1 hora pós-exercício 
Eritrócitos (x 106/µL)    
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Adultos-Jovens 5.04 ± 0.39 5.46 ± 0.50* 5.00 ± 0.40 
Adultos 4.90 ± 0.50 5.16 ± 0.50* 4.84 ± 0.47 
Masters 5.16 ± 0.37 5.34 ± 0.43* 5.10 ± 0.38 

Hemoglobina (g/dL)    
Adultos-Jovens 14.48 ± 1.19 12.74 ± 3.31 14.62 ± 1.47 
Adultos 13.82 ± 1.51 13.30 ± 1.59 13.63 ± 1.49 
Masters 14.87 ± 1.14 14.51 ± 1.47 15.16 ± 1.37d 

Hematócrito (%)    
Adultos-Jovens 44.78 ± 3.35 42.63 ± 5.00 45.21 ± 4.55 
Adultos 43.27 ± 3.97 41.64 ± 4.35 42.98 ± 4.20 
Masters 45.41 ± 2.57 44.10 ± 3.65 46.52 ± 3.27d 

Leucócitos (x 103/µL)    
Adultos-Jovens 6.28 ± 1.10 10.53 ± 1.46* 6.27 ± 0.83 
Adultos 6.84 ± 1.22 9.12 ± 1.98* 6.57 ± 1.73 
Masters 7.55 ± 1.90 9.73 ± 3.17* 7.36 ± 2.09 

Linfócitos (x 103/µL)    
Adultos-Jovens 3.31 ± 0.66¶ 4.02 ± 0.41 2.39 ± 0.39d 
Adultos 2.31 ± 0.46 3.64 ± 0.98* 2.21 ± 0.46 
Masters 2.35 ± 0.69 3.42 ± 1.40* 1.97 ± 0.74 

Monócitos (x 103/µL)    
Adultos-Jovens 0.36 ± 0.17 0.51 ± 0.18 0.38 ± 0.22 
Adultos 0.38 ± 0.17 0.62 ± 0.18* 0.36 ± 0.10 
Masters 0.47 ± 0.19 0.59 ± 0.19 0.40 ± 0.18d 

Granulócitos (x 103/µL)    
Adultos-Jovens 5.93 ± 1.11¶ 5.33 ± 0.51 6.82 ± 1.02d 
Adultos 4.16 ± 0.98 4.87 ± 1.20 4.01 ± 1.30d 
Masters 4.60 ± 1.37 5.39 ± 2.02§ 4.87 ± 1.71 

VCM (fL)    
Adultos-Jovens 255.7 ± 68.3 326.3 ± 79.5* 261.6 ± 62.3 
Adultos 248.3 ± 97.4 317.5 ± 87.3 267.4 ± 65.2d 
Masters 239.8 ± 79.2 285.0 ± 85.6* 255.2 ± 84.4d 

HCM (pg)    
Adultos-Jovens 88.97 ± 2.89 77.93 ± 6.02* 90.28 ± 3.76 
Adultos 88.34 ± 2.74 80.75 ± 4.20* 88.85 ± 4.82 
Masters 88.86 ± 4.09 83.78 ± 8.18* 92.27 ± 7.44d 

CHCM (g/dL)    
Adultos-Jovens 28.74 ± 1.31 25.22 ± 2.02* 29.25 ± 1.66 
Adultos 28.14 ± 0.74 25.76 ± 1.49* 28.17 ± 1.82 
Masters 28.72 ± 1.43 27.04 ± 2.71* 29.50 ± 2.19 

MPV (fL)    
Adultos-Jovens 32.32 ± 0.92 28.23 ± 2.18* 33.15 ± 2.30 
Adultos 31.88 ± 0.97 29.20 ± 1.71* 31.88 ± 1.79 
Masters 32.50 ± 0.86 30.66 ± 2.23* 33.67 ± 1.81 

Valores são Média ± Erro padrão da média. Adultos-Jovens (N = 9); Adultos (N = 10); Atletas master (N = 20). * 
P<0.05 em comparação aos valores pré-exercício e 1 hora após o exercício, § P<0.05 em comparação aos valores 
pré-exercício e d P<0.05 em comparação aos valores pós-exercício. ¶ P<0.05 em comparação aos demais grupos 
no Pre. 

Nenhum dos indivíduos apresentou valores mais elevados do que o intervalo de 

referência para leucócitos, eritrócitos, hemoglobina e hematócrito em repouso. A estabilidade 

consistente do hematócrito e da hemoglobina pode ser utilizada como um índice de estado geral 
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de saúde antes e depois de competições (Banfi, Roi, Dolci, et al., 2004). Este é um ponto de 

interesse, pois a estabilidade dos parâmetros hematológicos é também crucial para desportistas 

para manter o desempenho ideal (Banfi, Del Fabbro, Mauri, et al., 2006).  

O treino físico pode afetar parâmetros hematológicos como o hematócrito e as 

concentrações de hemoglobina e eritrócitos, em função do tempo (longos períodos de treino) 

ou também pela competição (Banfi, Lundby, Robach, et al., 2011). O exercício extremo e 

outros fatores de stressee estão associados com diminuições nas contagens de eritrócitos 

(Mairbäurl, 2013); mudanças na conformação da hemoglobina pelo maior consumo de oxigênio 

e a produção de radicais livres (Gwozdzinski, Pieniazek, Brzeszczynska, et al., 2013); aumento 

da viscosidade do sangue que pode afetar desfavoravelmente o fluxo sanguíneo capilar e a 

entrega de oxigénio aos tecidos (El-Sayed, Ali & El-Sayed Ali, 2005). Nossos resultados 

apontam para que o treino ao longo da vida não teve essas consequências a longo prazo sobre 

os atletas, uma vez que as comparações em repouso foram similares entre os 3 grupos. As 

respostas dos atletas e controlos ao teste de esforço mostraram aumento do número de 

eritrócitos após o esforço (Tabela 4.2).  

O sangue dos atletas de resistência é mais diluído do que de não atletas, o que tem sido 

explicado por uma expansão do volume plasmático devido ao treino, sendo que os valores mais 

baixos de Ht encontrados em atletas treinados são devido a um aumento no volume plasmático 

(El-Sayed, Ali & El-Sayed Ali, 2005). Sugeriu-se que hipervolemia e diluição do sangue pode 

ser vantajosa para a dissipação de calor e maior volume de ejeção cardíaca e batimentos 

cardíacos mais baixos durante o exercício (Brun, 2002). Em nosso estudo, não existiram 

diferenças entre o Ht dos atletas master e dos grupos controlo em repouso após correção do 

volume plasmático. Um estudo do nosso laboratório que também avaliou atletas, entretanto de 

mais jovens (22 ± 4.2 anos), também não encontrou diferenças entre os valores do Ht dos atletas 

(47.13 ±  2.29%) e com os valores dos controlos (49.98 ± 2.20%) (Borges, Rama, Pedreiro, et 

al., 2012). 

Leucocitose é a alteração hematológica mais consistente observada em resposta ao 

exercício exaustivo prolongado, e a magnitude da alteração do número de leucócitos circulantes 

é proporcional à intensidade e duração do exercício (Banfi, Del Fabbro, Mauri, et al., 2006; 

Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014). Neste estudo o protocolo de esforço foi máximo 

para os 3 grupos e em todos se encontraram incrementos significativos de leucócitos após o 
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esforço (Tabela 4.3). Mudanças na contagem de leucócitos devem ser interpretadas com 

cautela, uma vez que podem refletir apenas a redistribuição de leucócitos dos tecidos para a 

circulação, possivelmente, para aumentar a vigilância imunológica ou devido ao trauma 

tecidual / lesão associada ao exercício extenuante prolongado (Scheer & Murray, 2011; Kratz, 

Wood, Siegel, et al., 2006) e não necessariamente uma perturbação imunológica negativa 

(Krüger & Mooren, 2007). Há evidências bem sustentadas que o esforço máximo pode ter 

efeitos profundos sobre o número de leucócitos totais, talvez pelo aumento de catecolaminas 

decorrente do mesmo esforço (McCarthy, Macdonald, Grant, et al., 1992). Este é o primeiro 

mecanismo que induz o recrutamento de leucócitos marginados e provavelmente o que explica 

seu aumento imediatamente pós-exercício. 

Acompanhando o aumento dos leucócitos, pode-se também observar um aumento dos 

linfócitos no período Pós-Exercício para os grupos de atletas master e adultos (P<0.05). A 

resposta de linfócitos ao exercício intenso e de curta duração é bifásica. A mobilização inicial 

após o exercício (linfocitose) é seguida por uma redução do número de linfócitos circulantes 

(linfopenia) durante o período de recuperação do exercício. O aumento inicial de linfócitos do 

sangue é suposto refletir tanto a mobilização de células a partir do “pool” marginal quanto dos 

órgãos linfoides. No entanto, os mecanismos de lifopenia são incertos (Krüger & Mooren, 2014; 

Mooren, Lechtermann & Völker, 2004; Levada-Pires, Cury-Boaventura, Gorjão, et al., 2009). 

Num estudo com adultos-jovens realizado em nosso laboratório que teve por objetivo mostrar 

a cinética das variáveis hematológicas e das citocinas em diferentes modos de exercício, todos 

de intensidade máxima (Minuzzi, Carvalho, Brunelli, et al., 2016), a linfopenia foi observada 

2 horas após o esforço. É provável que 1 hora após o exercício seja um tempo insuficiente para 

que a linfopenia seja observada em esforços de menor duração. A morte de linfócitos induzida 

pelo exercício é dependente da intensidade e provavelmente da duração do exercício 

envolvendo diferentes mecanismos em atletas (Levada-Pires, Cury-Boaventura, Gorjão, et al., 

2009). A sensibilidade dos linfócitos à apoptose parece estar relacionada com o estado de treino. 

Percentagens mais baixas de células apoptóticas em atletas altamente treinados foram 

encontradas quando comparadas com atletas treinados de um menor nível de aptidão (Mooren, 

Lechtermann & Völker, 2004). Por outro lado, a redistribuição substancial de células-T dentro 

de linfonodos e órgãos não linfoides, também explica a redução dos linfócitos após o exercício. 

Maiores detalhes sobre a mobilização dos linfócitos serão foco do Estudo 3. 
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O aumento verificado na contagem de monócitos neste estudo para o grupo A e de 

granulócitos para os masters é consistente com uma resposta inflamatória ao exercício, 

provavelmente causada por lesão de tecido (Kratz, Lewandrowski, Siegel, et al., 2002). A 

monocitose em resposta ao exercício agudo é transiente (2 horas aproximadamente) e 

representa um deslocamento dos monócitos marginados para a circulação (Walsh, Gleeson, 

Shephard, et al., 2011). Neste estudo, 1 hora pós-exercício os valores já estavam normalizados 

(Tabela 4.2). A redução vista nesse momento (1h) para o grupo de masters não é representativa 

pois ela não é diferente dos valores pré-exercício e sim em comparação ao maior valor 

observado no pós-exercício. Considera-se apenas um resultado estatístico e não de significância 

fisiológica. A compreensão dessas “perturbações” nos parâmetros hematológicos pode ser vista 

como uma otimização do desempenho. Após correção pelo volume plasmático, encontramos 

redução dos valores de HCM e CHCM para todos os grupos no momento Post. Enquanto, o 

aumento progressivo e significativo do HCM e CHCM provavelmente indica perda de água dos 

glóbulos vermelhos, ou hemoconcentração (Davidson, Robertson, Galea, et al., 1987), valores 

mais baixos de CHCM indicam uma maior flexibilidade dos glóbulos vermelhos (Branth, 

Hambraeus, Piehl-Aulin, et al., 2009), o que pode ser vantajoso no sentido de facilitar o fluxo 

sanguíneo e o suprimento de oxigênio para a contração muscular. MPV é um indicador da 

ativação de plaquetas, geralmente utilizado em contextos clínicos (por exemplo, o risco de 

trombose em pacientes pré-hipertensos) (Yazici, Kaya, Kaya, et al., 2009). A tensão mecânica 

direta sobre as plaquetas circulantes pode contribuir para esta ativação (Hanke, Staib, Görlinger, 

et al., 2010). Com os valores de MPV corrigidos pelo volume plasmático, observamos uma 

redução no período Pós-exercício para todos os grupos. Este é um resultado interessante, pois 

podemos entender que a prática continuada do exercício pode reduzir um importante fator de 

risco trombótico.  

Em geral, os resultados sugerem que o estado imunológico foi mantido, embora a 

avaliação de outros indicadores de produção de glóbulos vermelhos (ou seja, variáveis de 

reticulócitos) pudesse ter fornecido uma visão mais abrangente (Fallon, Sivyer, Sivyer, et al., 

1999). Olhando para as diferenças observadas entre os atletas master e sedentários, não foi 

detetado exposição dos indivíduos para qualquer risco clínico. Do contrário, notou-se uma 

impressionante adaptação dos atletas e manutenção de sua capacidade aeróbia. 

 



 

 131 

4.4.2 Citocinas 

 

4.4.1.1 Estudo transversal 

 

A Figura 4.3 mostra os resultados para as citocinas IL-1ra, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e 

TNF-α.  

 
Figura 4.3: Níveis das citocinas IL-1ra e IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-10 e TNF-α no plasma em resposta 

ao protocolo de exercício máximo no cicloergómetro.  

Os valores são média ± DP. * P<0.05 em comparação com pré e pós-exercício; # P<0.05 em relação ao 

Post. & P<0.05 em comparação com Pre. Adultos-jovens (N = 9); Adultos (N = 10); Atletas master (N 
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= 20). Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pós-exercício) e 1h (1 h pós-exercício). AJ, Adultos-

jovens; A, Adultos; AM, Atletas master. 

  Como mostra a Figura 4.3 nenhum efeito da idade, treino ou interação idade-treino 

estava presente para IL-6 e TNF-α. Houve efeito significativo da idade e do treino nas citocinas 

IL-1ra, IL-1β e IL-8; os atletas master apresentaram maior concentração da citocina anti-

inflamatória IL-1ra e das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-8 em comparação com os 

adultos-jovens e adultos (P < 0.01; Figura 4.3). Para a IL-10 nenhum efeito da idade, treino ou 

interação idade-treino foi observado. No entanto, a concentração de IL-10 foi mais baixa no 

grupo de adultos em comparação com o grupo de atletas master (P < 0.01; Figura 4.3); e a 

concentração plasmática de IL-10 foi mais baixa no grupo de atletas em comparação com o 

grupo de adultos-jovens (P < 0.01; Figura 4.3). 

Os níveis de CRP não apresentaram diferenças significativas entre os 3 grupos em 

repouso (AJ = 0.57 ± 0.48; A = 0.98 ± 0.70; AM = 1.035 ± 0.75) e após o teste (Figura 4.4). 

 

 

Figura 4.4: Níveis séricos de proteína C-reativa em resposta ao protocolo de exercício máximo em 

cicloergómetro. 

Os valores são Média ± DP. Os níveis de PCR foram indetetáveis para 01 participante do grupo AJ (N 

= 8), 01 participante do grupo A (N = 9) e 05 participantes do grupo de atletas master (N = 15). 

Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pós-exercício) e 1h (1 h pós-exercício). AJ, Adultos-jovens; A, 

Adultos; AM, Atletas master. 
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4.4.1.1 Estudo agudo 

 

 Os efeitos do exercício agudo sobre os níveis de citocinas foram diferentes em relação 

aos grupos analisados (Figura 4.3). Apenas se observaram efeitos do exercício agudo (Post) 

para IL-1β (P<0.05) no grupo AJ. O maior número de mudanças ocorreu 1 h após o exercício 

(1h). Nomeadamente, IL-6, IL-8 e IL-10 diminuíram em comparação com Post, 1 h após o 

término do exercício no grupo de jovens (P<0.05; Figura 4.3). Esta é uma resposta semelhante 

que também observada no grupo de atletas master (P<0.05; Figura 4.3). Além disso, as 

concentrações plasmáticas de IL-6, IL-8 e IL-10 também diminuíram em comparação com os 

valores Pré-exercício no grupo de atletas master (P < 0.01; Figura 4.3). A única alteração em 

resposta ao exercício observada no grupo A foi uma diminuição nos níveis de IL-8 em 1 h 

quando comparado com o Post (P<0.05; Figura 4.3). Nenhum efeito agudo foi observado para 

CRP no Post e na recuperação (1h) em todos os grupos (ver Figura 4.4). Para a IL-10, todos os 

sujeitos responderam ao teste de exercício da mesma maneira; no entanto, o nível de IL-10 foi 

mais baixo no grupo de adultos em comparação com o grupo de masters em todos os pontos de 

tempo (P<0.05; Figura 4.3).  

Para avaliar o balanço inflamatório (Lira, Rosa, Zanchi, et al., 2009) foi calculado o 

rácio TNF-α/IL-10 (Figura 4.5).  O rácio TNF-α/IL-10 foi maior em todos os pontos medidos 

para o grupo A, quando comparado com os atletas master (Pre, P < 0.001; Post, P < 0.001; 1h, 

P < 0.001) e com o grupo AJ (Pre, P < 0.001; Post, P < 0.01; 1h, P < 0.001). O rácio TNF-α/IL-

10 também aumentou em resposta ao exercício no grupo de adultos-velhos em 1h (Figura 4.5). 

O tempo de duração do protocolo de esforço foi correlacionado com as concentrações de IL-10 

e IL-1b (r = 0.470, P = 0.006; r = 0.436, P = 0.042, respetivamente). A idade teve o maior efeito 

(38%, P<0.001) nas diferenças da IL-10, com os valores mais baixos observados no grupo de 

adultos. O treino ao longo da vida contou por 27% na variação (P < 0.01) e a interação 

idade*treino contribuiu para 32% (P < 0.001) das diferenças danIL-10 entre os grupos. 

 Para o rácio TNF/IL-10, a idade contribuiu para 50% da variação, com o grupo AJ 

apresentando o maior valor médio. A interação idade*treino foi apontada por 60% da variação, 

com os atletas master e os adultos-jovens apresentando valores similares e mais baixos em 

relação ao grupo de adultos (Figura 4.5). 
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Figura 4.5: Rácio TNF-α/IL-10 em resposta ao protocolo de exercício máximo em cicloergómetro.  

Os valores são média ± DP. Os níveis de TNF-α foram indetetáveis para 04 participantes no grupo AJ 

(N = 5), 02 participantes no grupo A (N = 8) e 05 participantes no grupo de AM (N = 15). Diferenças 

estatisticamente significativas indicadas por * (P<0.05) em comparação com pré e pós-exercício; a 

(P<0.05) em comparação com masters e grupos de jovens em Pre. b (P <0.05) em comparação com AM 

e grupos de AJ em Post. c (P<0.05) em comparação com AM e grupos de AJ em 1h. d (P<0.05) entre A 

e grupo AJ em 1h. Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pós-exercício) e 1h (1 h pós-exercício). AJ: 

adultos-jovens; A: adultos; AM: atletas master. 

  

 Quanto ao balanço das citocinas IL-1ra e IL-1b, a diferença média das concentrações 

de IL-1ra comparado a IL-1b em repouso foi de 10 vezes para os atletas (~79 pg/mL vs. ~8 

pg/mL) e grupo de adultos-jovens (~14 pg/mL vs. ~1.4 pg/mL), e de aproximadamente 7 vezes 

para o grupo de adultos (~30 pg/mL vs. ~4 pg/mL). Os nossos resultados também mostraram 

que os níveis de IL-10 e IL-1β pós-exercício correlacionam-se com a duração do exercício de 

alta-intensidade (r = 0.470, P = 0.006; r = 0.436, P = 0.042; respetivamente).  

 

4.4.1.3 Discussão da resposta das citocinas plasmáticas ao exercício  

 

 No presente estudo, os níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias foram diferentes em 

relação ao treino e idade. Em repouso, os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-8 e IL-1β e 

da citocina anti-inflamatória IL-1ra foram maiores nos grupos AM e A em comparação com o 

grupo AJ. As concentrações de IL-6 e TNF-α no plasma não foram significativamente 
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diferentes entre os indivíduos adultos-jovens e adultos (grupos AM e A). Como encontrado por 

outros (de Gonzalo-Calvo, Fernández-García, de Luxán-Delgado, et al., 2012), os níveis de IL-

6 não foram associados com o envelhecimento. Isso pode refletir o papel predominante do 

estado de saúde sobre a idade cronológica desses indivíduos (Della Gatta, Garnham, Peake, et 

al., 2014). Por outro lado, os nossos resultados dos atletas master mostraram que o treino ao 

longo da vida tem um efeito mais forte do que o envelhecimento sobre a IL-1β, IL-8 e os níveis 

de IL-1ra. 

 O treino aeróbico regular pode desempenhar um importante papel na redução de alguns 

marcadores de inflamação sistémica, e na regulação metabólica de certos parâmetros 

fisiológicos do músculo com o envelhecimento (Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; 

Nieman, Henson, Smith, et al., 2001). Em particular, a IL-6 pode ativar cascatas de sinalização 

molecular que levam a uma resposta inflamatória mediada pela via IKK/NFKB. IL-6 

desencadeia a ativação do complexo enzimático IKK e, posteriormente, a translocação do 

complexo proteico NFKB para o núcleo. Isto resulta na transcrição de genes-alvo da reação 

inflamatória imune, incluindo as citocinas IL-6, TNF-α e IL-15. No entanto, o aumento 

transitório nos níveis de IL-6 parece ser também responsável pela produção de mediadores anti-

inflamatórios tal como a IL-10, IL-1ra e cortisol (Sallam & Laher, 2016). Além disso, os níveis 

elevados de IL-6 produzidos pelo músculo esquelético estimulam uma cascata de sinalização 

anti-inflamatória que inibe a secreção de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e IL-1β, 

suprimem a secreção de PCR (um marcador geral e não específico para a inflamação sistémica 

) a partir de fígado (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011), down-regulam a expressão de TLR 

de monócitos em ambos mRNA e proteínas de superfície celular, e, finalmente, inibem a via 

IKK/NFKB (Rodriguez-Miguelez, Fernandez-Gonzalo, Almar, et al., 2014; Röhling, Herder, 

Stemper, et al., 2016). Uma diminuição da concentração plasmática de IL-6 em resposta ao 

exercício crónico parece caracterizar uma adaptação normal do treino (Fischer, 2006). Além 

disso, outros estudos tem demonstrado que exercícios agudos bem como exercícios crónicos 

podem reduzir a ativação desta via de sinalização inflamatória (para revisão ver Röhling, 

Herder, Stemper, et al., 2016). Os nossos resultados não mostraram valores mais baixos de IL-

6 para atletas master (~12 pg/mL), indo ao encontro com estes estudos anteriores. Níveis 

elevados de IL-1b foram observados para os atletas master quando comparado com os grupos 

AJ e A. IL-1β é a primeira de duas citocinas na cascata inflamatória, sendo o TNF-α a segunda 

delas. Níveis elevados de IL-1β são esperados após lesão muscular e alguns estudos têm 
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mostrado que o exercício pode promover o aumento de IL-1β (Gagnon, Gagnon, Rintamäki, et 

al., 2014). Seu aumento parece ser compensado pelo aumento da secreção de IL-1ra que inibe 

as ações pró-inflamatórias da IL-1β. Também foram observados valores mais altos de IL-1ra 

nos atletas master em comparação com indivíduos adultos-jovens e adultos no momento Pre. 

Em particular, IL-1ra impede os processos inflamatórios, bloqueando a transdução do sinal da 

citocina pró-inflamatória IL-1 e cria também um equilíbrio anti-inflamatório para a citocina 

pró-inflamatória IL-1β (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). O equilíbrio entre a IL-1 e IL-

1ra nos tecidos locais influencia a possibilidade de desenvolvimento de doença inflamatória e 

dano estrutural resultante. IL-1ra deve ser produzida abundantemente para bloquear os efeitos 

de IL-1. Propõe-se que níveis de IL-1ra sejam 100 vezes maiores ou mais em relação a IL-1 

para inibir os efeitos biológicos da IL-1 nas células-alvo (Arend, 2002). Em nosso estudo, o 

equilíbrio entre a IL-1β e os níveis de IL-1ra observados no início do estudo foram a nível de 

10 vezes mais IL-1ra em comparação a IL-1β para os atletas master e jovens e 

aproximadamente a nível de 7 vezes maior para o grupo de adultos. Isto sugere que o treino 

mais do que idade pode regular o equilíbrio de citocinas pró e anti-inflamatórias. 

 O envelhecimento, contudo, parece ter um efeito mais pronunciado sobre a secreção de 

IL-10, sendo que os indivíduos adultos apresentaram concentrações muito baixas quando 

comparadas com adultos-jovens e atletas master. A IL-10 tem um papel crucial na prevenção 

de patologias inflamatórias e autoimunes (Fujio, Okamura & Yamamoto, 2010). A secreção de 

IL-10 induzida pelo exercício também tem sido associada com um aumento do número de 

células T regulatórias na corrente sanguínea (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). Handzlik 

e coautores mostraram que o treino de alta intensidade está associado com contagens de Tregs 

maiores em repouso e de maior produção de IL-10 após estimulação antigénica (Handzlik, 

Shaw, Dungey, et al., 2013). Os resultados do Estudo 2 corroboraram esta afirmação, 

mostrando que atletas master mantém o número e função das Tregs e apresentam elevada 

expressão génica de IL-10 como resposta adaptativa ao exercício (resultados discutidos no 

estudo 2). 

Encontrámos que os níveis de IL-10 e IL-1β pós-exercício correlacionam-se com a 

duração do exercício de alta-intensidade. Como mencionado anteriormente, IL-1 aumenta em 

resposta a lesão muscular, e os nossos resultados sugerem que o aumento da duração do teste 

poderia aumentar o dano muscular e, consequentemente, a produção de IL-1β. A duração do 

teste progressivo foi semelhante nos masters e indivíduos jovens (~ 17min), porém mais 
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elevada quando comparado com a dos indivíduos mais velhos (~ 10 min). No entanto, o 

aumento da secreção de IL-1β após o exercício foi apenas observado para o grupo de jovens 

(Figura 4.3). Isso novamente reflete a adaptação ao exercício pelos atletas master. 

O rácio TNF-a/IL-10 é um bom indicador do estado inflamatório dos indivíduos e pode 

ser utilizado como um índice inflamatório. De importância, encontrámos mudanças no rácio 

TNF-a/IL-10 apenas para o grupo de adultos no momento 1h. Este achado, juntamente com o 

aumento dos níveis de IL-1β para este grupo neste momento de medida, indicam uma resposta 

pró-inflamatória ao exercício sofrida pelos adultos, mas que não foi observada nos grupos de 

atletas master e adultos-jovens. Embora um tanto inesperado, a falta de outras diferenças 

estatisticamente significativas nas citocinas pró e anti-inflamatórios antes e após o exercício 

agudo não é exclusivo do nosso estudo. Numa revisão bem concebida, Peake e coautores 

relacionaram os efeitos do exercício com a expressão e produção de citocinas. O exercício 

agudo estimula aumentos mais significativos em IL-6, IL-8, IL-10, IL-1ra , fator estimulante 

de colónias de granulócitos (G-CSF) e aumentos mais modestos em TNF-α, MCP-1, IL-1β, 

BDNF, IL-12p35/p40 e IL-15 (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015). Muitas destas citocinas 

são expressas no músculo esquelético, mas nem todos são libertados a partir do músculo 

esquelético para a circulação durante o exercício. Por outro lado, algumas citocinas que estão 

presentes na circulação não estão expressas no músculo esquelético após o exercício físico. 

Além disso, os leucócitos são provavelmente apenas uma fonte menor de citocinas circulantes 

após o exercício (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015). 

 

4.5 CONCLUSÃO 

 

Em geral, os nossos dados sugerem que a função imunológica foi geralmente mantida 

em todos os grupos estudados. No entanto, as adaptações ao exercício mais relevantes 

encontradas nos atletas master foi a manutenção da sua capacidade aeróbica e um estado anti-

inflamatório semelhante ao observado nos adultos-jovens saudáveis. O envelhecimento teve os 

efeitos mais pronunciados nos níveis da IL-10 e rácio TNF-a/IL-10. Portanto, o treino ao longo 

da vida não parece ter efeitos deletérios no equilíbrio das citocinas pró e anti-inflamatórias e 

foi capaz de reverter parcialmente os efeitos pró-inflamatórios do envelhecimento.  
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5. ESTUDO 2: A INFLUÊNCIA DO TREINO AO LONGO DA VIDA SOBRE A 

ATIVAÇÃO, SENESCÊNCIA E PRODUÇÃO DE CITOCINAS PELAS CÉLULAS T 

REGULADORAS. 
 

Resumo: 

Objetivo: o objetivo deste estudo foi quantificar e caracterizar funcionalmente células T 

reguladoras do sangue periférico, bem como a expressão de um marcador de senescência 

(KLRG1), de atletas master em repouso e após um teste de exercício exaustivo.  

Métodos: dezoito atletas master que participam regularmente em treino e competições por mais 

de 20 anos e um grupo controlo, de 10 indivíduos pareados por idade, que nunca participaram 

de treino físico regular foram voluntários para este estudo. Todos os indivíduos realizaram um 

teste incremental até a exaustão num cicloergómetro. As amostras de sangue foram obtidas 

antes (Pre), 10 min pós-exercício (Post) e 1 h pós-exercício (1h).  

Resultados: Não houve efeito significativo do exercício agudo sobre a percentagem de Tregs 

CD4+CD25brightCD127dim dentro da população total de linfócitos em ambos os grupos. Ao 

contrário, o exercício agudo induziu um aumento significativo no número absoluto de Tregs 

CD4+CD25brightCD127dim em Post (0.049 ± 0.021; 0.056 ± 0.024, P = 0.029 para masters; 0.048 

± 0.017; 0.058 ± 0.020, P = 0.037 para o controlo) em ambos os grupos. A expressão de mRNA 

para FoxP3, IL-10 e TGF-β das Tregs purificadas foi semelhante ao longo dos ensaios em 

ambos os grupos. Entretanto, atletas master apresentaram uma maior percentagem de 

indivíduos que expressam FoxP3 (22%, P = 0.038), TGF-β (44%, P = 0.002) após o exercício 

e maior concentração plasmática de IL-10 (P = 0.001, ES = 2.57) em todos os pontos temporais 

analisadas. A % de KLRG1 nas Tregs não foi alterada.  

Conclusão: Os resultados mostraram que os atletas master têm elevados níveis de marcadores 

anti-inflamatórios e são capazes de manter o número e função das células T reguladoras como 

resposta adaptativa ao exercício. 

Palavras-chave: células T reguladoras; atletas master; envelhecimento; FoxP3; TGF-b; IL-10. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

 

O exercício extenuante é usualmente associado com um aumento dos sintomas de ITRS 

em atletas (Nieman, Johanssen & Lee, 1989; Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012) e o 

exercício de elevado volume pode ter um efeito imunossupressor (Gleeson, 2007). Sabe-se que 

os mecanismos imunológicos que fundamentam este aparente aumento da suscetibilidade a 

infeção em atletas são, provavelmente, multifatoriais e incluem perturbações do compartimento 

de células T (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015; Cosgrove, Galloway, Neal, et al., 2012; 

Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014).  

As Tregs são cruciais na manutenção da tolerância imunológica e no controlo negativo 

de respostas imunes patológicas (de Moura Braz, de Melo, da Glória Aureliano de Melo 

Cavalca, et al., 2014; Fehérvari & Sakaguchi, 2004). As Tregs tem a capacidade de suprimir a 

ativação, proliferação e as funções efetoras de uma vasta gama de células imunitárias, incluindo 

as células T CD4+ e CD8+, as células NK, as células B e APCs (Sakaguchi, Miyara, Costantino, 

et al., 2010; Littwitz-Salomon, Akhmetzyanova, Vallet, et al., 2015), estas células podem 

suprimir as células T efetoras por mecanismos que incluem a competição direta com moléculas 

coestimulatórias expressas nas APCs ou através da redução dos níveis de fatores de crescimento 

essenciais, tais como a IL-2 (Schmidt, Oberle & Krammer, 2012). Além disso, as Tregs 

secretam IL-10 e TGF-β como mecanismos adicionais para suprimir a atividade das células-

alvo (Corthay, 2009). Além de expressarem a cadeia a do recetor da IL-2 (CD25), as Tregs 

também expressam FoxP3, um gene de controlo que é a chave para o seu desenvolvimento e 

função (Campbell & Ziegler, 2007). O TGF-β desencadeia a expressão de Foxp3 em 

precursores das Tregs (CD4+CD25-) e em conjunto com a IL-2, é um regulador chave das vias 

de sinalização que mantêm a expressão de FoxP3 e a função supressora nas Tregs (Perry, Pick, 

Bdolach, et al., 2013; Fu, Zhang, Yopp, et al., 2004).  

Tregs possuem um papel central na homeostasia do sistema imune, por isso, qualquer 

perda da função das Tregs, em função da idade, contribuiria para uma atividade imune 

exacerbada e distúrbios autoimunes, já observados em seres humanos idosos com síndrome 

inflamatória crónica. Por outro lado, o aumento relacionado com a idade no número de Tregs 

poderia estar relacionado com o risco aumentado de infeções e doenças malignas entre os idosos 
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(Fessler, Ficjan, Duftner, et al., 2013). É necessário dizer que, esta expansão da população de 

Tregs só pode ser considerada fisiologicamente relevante se a função supressora das Tregs 

permanecer intacta. Com efeito, a produção de IL-10 e a expressão de FoxP3 pelas Tregs 

mostrou-se preservada com o envelhecimento (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014).  

Embora o KLRG1 sirva como um marcador para a senescência, a sinalização através de 

KLRG1 poderia resultar numa função alterada e senescência das Tregs (Tauro, Nguyen, Li, et 

al., 2013). Na verdade, as Tregs KLRG1+ apresentaram-se um pouco mais eficientes do que as 

Tregs KLRG1- na supressão da proliferação de células T naïve in vitro (Beyersdorf, Ding, 

Tietze, et al., 2007).  

O impacto do exercício sobre o sistema imunitário tem sido extensivamente estudado e 

revisto em vários pontos desta tese. No entanto, a maioria dos estudos investiga os efeitos 

agudos do exercício e há poucas pesquisas relacionadas com os efeitos crónicos ou estudos de 

base longitudinais em relação às Tregs. As evidências sugerem que as Tregs aumentam em 

número na sequência de uma sessão aguda de exercício extenuante em humanos (Handzlik, 

Shaw, Dungey, et al., 2013). Além disso, existe evidência de uma associação entre a carga de 

treino elevada e o aumento da produção de IL-10 estimulada por antigénios in vitro, com 

concomitante aumento do número de Tregs na circulação, suportando a hipótese de que as Tregs 

exercem seus efeitos inibitórios através de aumentos da produção de IL-10 em indivíduos 

altamente ativos fisicamente, e isso pode desempenhar um papel importante na modificação do 

risco de infeção respiratória (Gleeson & Walsh, 2012; Handzlik, Shaw, Dungey, et al., 2013). 

Assim, o estudo de atletas master oferece uma oportunidade para investigar os efeitos do treino 

de longo prazo sobre as respostas das Tregs ao envelhecimento em si, e também a influência 

que estas adaptações teriam sobre as respostas de exercícios agudos em comparação ao 

envelhecimento sem treino. Portanto, o objetivo deste estudo foi quantificar e caracterizar 

funcionalmente as Tregs do sangue periférico, bem como a expressão de um marcador de 

senescência, KLRG1, em atletas master antes e após um teste progressivo até a exaustão. Para 

que isso fosse possível, procurou-se: 

- Analisar o comportamento da contagem das células do sangue periférico e da 

concentração de IL-10 plasmática em função de um teste progressivo máximo em 

cicloergómetro. 
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- Identificar as células T reguladoras e suas subpopulações naïve (CD45RA+) e memória 

(CD45RA-) em atletas master e comparar com um grupo controlo pareado com a idade, 

antes e após a realização do protocolo de esforço. 

- Determinar a % de Tregs a expressar o marcador de senescência KLRG1 no grupo de 

atletas master e controlo. 

- Determinar a expressão génica de FoxP3, IL-10 e TGF-b nas Tregs purificadas. 

 

5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

5.2.1 Sujeitos 

 

Para este estudo, 19 atletas master (nadadores, judo, atletismo) que haviam participado 

de treinos regulares e competições por mais de 20 anos ao longo da vida foram incluídos neste 

estudo. Um atleta (género masculino) foi excluído da amostra. O estudo também incluiu um 

grupo controlo, pareado por idade, de 10 indivíduos saudáveis e sedentários (Tabela 5.1). Os 

atletas e o grupo controlo foram avaliados em sua totalidade não sendo portanto apresentadas 

comparações entre géneros. 

 

Tabela 5.1. Características dos participantes. 

 Controlo Atletas master 

Idade (anos) 54.2 ± 5.94 53.2 ± 9.08 

Estatura (cm) 168.6 ± 8.53 170.4 ± 5.29 

Massa corporal (kg) 70.4 ± 12.93 74.9 ± 15.55 

IMC (kg.m-2) 24.3 ± 3.23 25.3 ± 7.11 

% G (%) 21.4 ± 11.12 26.0 ± 7.55 

MLG (kg) 58.8 ± 6.94 54.6 ± 12.10 

Valores são Média ± (SD). Controlo (N = 10), Atletas master (N = 19). Abreviaturas: IMC= Índice de Massa 
Corporal; %G = Percentagem de gordura; MLG = Massa livre de gordura.  

 



 

 142 

5.2.2 Desenho experimental 

 

Os participantes chegaram ao laboratório às 09:00. Após 10 minutos de descanso na 

posição sentada, foi feita recolha de sangue venoso para 3 tubos Vacutainer com K3EDTA 

(Becton-Dickinson, Oxford, Reino Unido). Depois os participantes realizaram um protocolo de 

esforço máximo em cicloergómetro e mais duas amostras de sangue de 15 ml foram recolhidas 

(10 min e 1h após a conclusão de exercício). Todos os detalhes dos procedimentos podem ser 

revistos no Capítulo 3. 

 

5.2.3 Parâmetros hematológicos e citocinas analisadas 
 

Imediatamente após a recolha do sangue, as contagens de: leucócitos totais, linfócitos, 

monócitos e granulócitos foram determinadas utilizando um contador de células automatizado 

(Coulter ACT Diff, Beckham Coulter, EUA). A concentração plasmática de IL-10 foi avaliada 

utilizando um kit de ELISA disponível comercialmente, de acordo com as instruções do 

fabricante (Invitrogen, CA).  

 

5.2.4 Citometria de fluxo 
 

Os estudos de imunofenotipagem no sangue periférico foram realizados utilizando um 

conjunto de oito anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos, sendo as 

amostras adquiridas no citómetro FACS Canto II (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Em 

200 µl de sangue periférico foram adicionados os seguintes anticorpos monoclonais (mAB) 

conjugados com os fluorocromos (definidos entre parênteses): 1,5 µl de CD3-PB (Pacific azul, 

clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA EUA), 2,5 µl de CD4-APC-H7 (aloficocianina-

hilite 7 , Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, EUA), 10 µl de CD25-PE (ficoeritrina, 

clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), 10 µl de CD127-FITC (isotiocianato de 

fluoresceína anti-humano, clone R.34.34, Beckman Coulter), 2,5 µl de CD27-PECy5 
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(ficoeritrina-cianina 5, clone R.8.01, Beckman Coulter), 2,5 µl de CD45RA-PECy7 anti-

humano (ficoeritrina-cianina 7, clone L48, BD Bioscience) e 1,5 µl de KLRG1-APC 

(aloficocianina, Clone 2F1 / KLRG1, BioLegend, San Diego, CA).  

Os linfócitos T foram identificados de acordo com sua positividade para CD3. As Tregs 

foram definidas com base no seguinte fenótipo: CD4+CD25brightCD127dim e subdivididas em 

naïve (CD45RA+) e memória (CD45RA-). As Tregs senescentes foram detetadas com base na 

expressão de KLRG1+. Um exemplo modelo esquemático da estratégia utilizada para definir as 

diferentes populações de células estudadas está na figura 5.1. 

(a) (b) 

  
Figura 5.1: Identificação de Tregs via citometria de fluxo.  

a) CD127 versus CD25 que identifica células CD3+CD4+CD25brightCD127dim (Tregs). b) FSC-H versus 

CD45RA que identifica Tregs naïve (CD45RA+) e memória (CD45RA-). Tregs = células T reguladoras. 

 

5.2.5 Purificação celular e análise do mRNA em células Treg purificadas 

 

Após a purificação das células Treg CD4+CD25brightCD127dim por FACSAria II (BD) de 

acordo com o seu fenótipo típico, o conteúdo das células purificadas foi transferido para um 

tubo Eppendorf de 1,5 ml e centrifugado durante 5 min a 300 g e o sedimento foi ressuspendido 

em 350 uL de tampão de lise RLT (Qiagen, Hilden, Alemanha). O ARN total foi extraído com 

o RNeasy Micro Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante. Ver seção de 

metodologias para detalhes. 
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5.2.6 Análise estatística 

 

Todos os dados foram expressos como média ± desvio padrão. Comparações entre os 

grupos foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney. Mudanças sequenciais do exercício agudo 

foram avaliados por análise de medidas repetidas de variância para dados (ANOVA) com 

distribuição normal. Quando os dados não tinham distribuição normal, um teste de Friedman 

com o teste post hoc de Dunn foi realizado para avaliar as diferenças estatísticas no tempo. A 

significância foi aceita em P <0.05.  

A correlação entre os subgrupos da população de células e a idade foram avaliadas de 

acordo com o coeficiente de correlação de Spearman. A percentagem de diferenças foi testada 

usando tabulação cruzada e teste qui-quadrado. Todas as análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o programa SPSS 23.0 (SPSS, Chicago, IL). Para relatar a força da intervenção de 

exercício ou a magnitude do efeito da condição (atletas master vs. controlo) o tamanho do efeito 

de Cohen (ES) foi calculado e foi categorizada pela convenção: d = 0.2 pequeno efeito; d = 0.5 

efeito médio; d = 0.8 ou mais, grande efeito, utilizando G * Power Versão 3.1.9.2. 

 

5.3 RESULTADOS 

 

Não foram observadas diferenças significativas na proporção (%) de Tregs 

CD4+CD25brightCD127dim quer dentro da população total de linfócitos nem na população de 

células T CD4+, entre os dois grupos estudados, no momento Pre (Tabela 5.3, P = 0,890). A 

frequência das subpopulações de Tregs naïve (CD45RA+) e memória (CD45RA-) também foi 

semelhante nos dois grupos (Tabela 5.3).  

Não houve efeito significativo do exercício agudo sobre a proporção de Tregs 

CD4+CD25brightCD127dim na proporção total de linfócitos e células T CD4+ (Tabela 5.3). 

Contudo, o exercício agudo induziu um aumento significativo no número de Tregs em Post 

tanto no grupo dos atletas master como no grupo controlo (Tabela 5.3, P = 0.034, ES = 0.31 

para masters; P = 0.033, ES = 0.53 para o controlo). Os respetivos valores retornaram para os 

valores similares ao pré-exercício em 1h (Tabela 5.3).  



 

 145 

Tabela 5.3. Frequência (nos linfócitos totais ou dentro das células T CD4+) e contagens 

absolutas (x103/mL) de Tregs CD4+CD25brightCD127dim, em resposta ao exercício agudo. 

Células T reguladoras Pre Post 1h 
%Total Ly    
Controlo 0.69 ± 0.25 0.63 ± 0.20 0.65 ± 0.27 
Masters 0.68 ± 0.23 0.61 ± 0.23 0.58 ± 0.25 
% LyT CD4    
Controlo 6.13 ± 1.36 5.72 ± 1.22 6.40 ± 1.80 
Masters 6.80 ± 1.43 6.44 ± 1.42 7.43 ± 0.91 
Valores absolutos (contagem)    
Controlo 0.048 ± 0.017 0.058 ± 0.020* 0.042 ± 0.025 
Masters 0.049 ± 0.021 0.056 ± 0.024* 0.044 ± 0.023 
Tregs Naïve (% of Tregs)    
Controlo 11.50 ± 4.91 15.20 ± 8.72 10.17 ± 4.55 
Masters 14.37 ± 7.05 14.15 ± 6.74 11.96 ± 6.11 
Tregs Memória (% of Tregs)    
Controlo 88.49 ± 4.91 84.79 ± 8.72 89.82 ± 4.55 
Masters 85.62 ± 7.05 85.84 ± 6.74 87.83 ± 6.02 

Valores são Média ± SD. Controlo (N = 10), Atletas master (N = 19). Pre (antes), Post (10 min pós-exercício), 1h 
(1 h pós-exercício). * P<0.05 Post comparado ao Pre. 

  

A expressão do mRNA das moléculas FoxP3 e TGF-β foi semelhante em todas as 

medições em ambos os grupos. De modo semelhante, a expressão mRNA da IL-10 não foi 

alterada em resposta ao exercício (Figura 5.1).  

 
Figura 5.1. Efeito do exercício agudo sobre expressão dos genes FoxP3, TGF-β e IL-10 em Tregs 

CD4+CD25brightCD127dim purificadas.  

Os dados são apresentados como média ± SD. Para o cálculo da média somente foram incluídos os 

valores de NGE dos casos expressos (FoxP3, Pre = 9 controlos e 17 masters; Post = 7 controlos e 18 

masters; 1h = 5 controlos e 16 masters. TGF-b, Pre = 6 controlos e 18 masters; Post = 5 controlos e 18 

masters; 1h = 3 controlos e 18 masters. IL-10, Pre = 2 controlos e 11 masters; Post = 5 controlos e 12 

masters; 1h = 2 controlos e 9 masters. Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pós-exercício), 1h (1 h 

pós-exercício); Tregs: T reguladoras; NGE: Expressão génica normalizada.  
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Interessantemente, a percentagem de casos em que a expressão do mRNA da IL-10 foi 

detetada, permaneceu inalterada no grupo de masters (Pre = 61.1%; Post = 66.7% e 1h = 50% 

de todos os sujeitos), enquanto no grupo controlo, houve uma tendência para um menor número 

de casos que expressam mRNA para IL-10 (Pre = 22.2%; Post = 55.6% e 1h = 22.2%) (Tabela 

5.4). Para FoxP3 e TGF-β, após o exercício, o número de casos detetados também foi diferente 

entre os grupos, com resultados mais elevados para os atletas (Tabela 5.4). A expressão de 

genes de referência CYC1 e de GAPDH foi detetada em todas as amostras, confirmando a 

viabilidade das células. 

 

Tabela 5.4. Número de casos detetados para expressão do mRNA Foxp3, TGF-β e IL-10. 

 Pre Post 1h 
Genes Controlo 

N (%) 
Masters 
N (%) 

P Controlo 
N (%) 

Masters 
N (%) 

P Controlo 
N (%) 

Masters 
N (%) 

P 

Foxp3          
Sim 9 (100) 17 (94) 0.471 7 (78) 18 (100) 0.038 5 (56) 16 (89) 0.050 Não 0 (00) 1 (06) 2 (22) 0 (00) 4 (44) 2 (11) 
TGF-b          
Sim 6 (67) 18 (100) 0.009 5 (56) 18 (100) 0.002 3 (33) 18 (100) 0.003 Não 3 (33) 0 (00) 4 (44) 0 (00) 6 (67) 0 (00) 
IL-10          
Sim 2 (22) 11 (61) 0.057 5 (56) 12 (67) 0.573 2 (22) 9 (50) 0.166 Não 7 (78) 7 (39) 4 (44) 6 (33) 7 (78) 9 (50) 
KLRG1          
Sim 5 (50) 6 (33) 0.387 5 (50) 6 (33) 0.387 5 (50) 6 (33) 0.387 Não 5 (50) 12 (67) 5 (50) 12 (67) 5 (50) 12 (67) 

P= Pearson Chi-Square. Pre (antes), Post (10 min pós-exercício), 1h (1 h pós-exercício). 

 

A concentração plasmática da IL-10 foi significativamente maior nos atletas master em 

comparação com o grupo controlo antes e depois do teste de exercício (P < 0.001, ES = 2.57). 

O exercício agudo não influenciou as concentrações de IL-10 (Figura 5.2). 

A expressão de KLRG1 foi observada em aproximadamente 2% das Tregs nos atletas e 

de 3.1% das Tregs no grupo controlo, mantendo-se inalterada em Post e em 1h (Figura 5.3). De 

interesse, no entanto, foi novamente o número de indivíduos que expressam este marcador de 

senescência: 6 de 18 (33%) no grupo de atletas contra 5 dos 10 (50%) no grupo controlo (Tabela 

5.4). 
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Figura 5.2. Efeitos agudos do exercício sobre os níveis de IL-10 no plasma.  

Os dados são apresentados como média ± DP. Pre (controlo, N = 8; masters, N = 16); Post (controlo, N 

= 10; masters, N = 16); 1h (controlo, N = 4; masters, N = 16). * P < 0.001. Pre (antes), Post (10 min 

pós-exercício), 1h (1 h pós-exercício). 

 

 
Figura 5.3. Percentagem de Tregs KLRG1+.  

Os dados são apresentados como média ± DP. Pré (antes); Post (10 min pós-exercício); 1h (1 h pós-

exercício). Controlo (N = 6 casos positivos do total de 10 indivíduos); Atletas master (N = 5 casos 

positivos do total de 18 indivíduos). 

 

Quando as proporções de Tregs naïve, no sangue periférico, foram analisadas de acordo 

com a idade dos sujeitos, uma fraca tendência para a diminuição com a idade foi observada para 

o grupo controlo (Fig. 5.4B), enquanto que no grupo atletas master a tendência oposta (aumento 

da proporção de Tregs naïve) foi encontrada (Fig. 5.4A). Quando o mesmo procedimento foi 

realizado para subconjunto de Tregs de memória, tendências opostas foram encontradas (fraca 

tendência de aumento para o grupo controlo e fraca tendência para redução no grupo de atletas 

master) (Fig. 5.4C e 5.4D).  
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Figura 5.4. Proporções de Tregs naïve e de memória em função da idade.  

A: As proporções de Tregs naïve (CD45RA+) dentro do total da população de células T CD4+ no grupo 

de atletas master (N = 19). B: As proporções de Tregs naïve (CD45RA+) dentro do total da população 

de células T CD4+ no grupo controlo (N = 9). C: As proporções de Tregs memória (CD45RA-) dentro 

do total da população de células T CD4+ no grupo de atletas master (N = 19). D:  As proporções de 

Tregs memória (CD45RA-) dentro do total da população de células T CD4+ no grupo controlo (N = 9). 

Correlações foram determinadas pelo coeficiente de correlação de Spearman. 

 

Quando os números absolutos de Tregs foram calculados, um número estável de Tregs 

naïve e de memória foram encontrados para ambos os grupos (Figura 5.5). 
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Figura 5.5. Números absolutos de Tregs naïve e memória.  

A: Valores absolutos de Tregs naïve (CD45RA+) dentro do total da população de células T CD4+ no 

grupo de atletas master (N = 19). B: Valores absolutos de Tregs naïve (CD45RA+) dentro do total da 

população de células T CD4+ no grupo controlo (N = 9). C: Valores absolutos de Tregs memória 

(CD45RA-) dentro do total da população de células T CD4+ no grupo de atletas master (N = 19). D:  

Valores absolutos de Tregs memória (CD45RA-) dentro do total da população de células T CD4+ no 

grupo controlo (N = 9). Correlações foram determinadas pelo coeficiente de correlação de Spearman. 

 

 

5.3 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

 O objetivo deste estudo foi quantificar e caracterizar funcionalmente as Tregs do sangue 

periférico antes e após uma sessão de exercício, em dois grupos com diferenças distintas em 

hábitos de exercício ao longo da vida: atletas master e um grupo controlo saudável pareados 

por idade. Os principais resultados deste estudo mostram que ambos os grupos têm níveis 

semelhantes de Tregs circulantes em repouso, bem como de linfócitos e células T CD4+. 
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Funcionalmente, no grupo de atletas master as Tregs parecem estar mais ativadas em 

comparação com o grupo controlo. Encontrámos níveis ligeiramente aumentados da expressão 

génica de FoxP3, TGF-β e IL-10, associado a um maior número de casos onde se observa a 

amplificação, o que estaria de acordo com o aumento da concentração plasmática da IL-10 nos 

atletas master. Não se observam diferenças entre o marcador de senescência KLRG1 entre os 

dois grupos. 

Atletas master e controlos mostraram ter números semelhantes de Tregs 

CD4+CD25brightCD127dim circulantes no início do estudo, sugerindo que o treino ao longo da 

vida não afeta o número destas células. As Tregs são conhecidas por manter a auto-tolerância 

e controlar respostas imunes excessivas aos antigénios. O ganho, dependente da idade, da 

atividade das Tregs pode resultar numa imunidade enfraquecida, traduzida pelo aumento do 

risco de desenvolvimento de doenças malignas e infeções. Por outro lado, a perda relacionada 

com a idade, da função das Tregs poderia causar um estado imune sobre-ativo, que tem sido 

reportado em idosos como maior estado de inflamação e aumento do risco de autoimunidade 

(Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014).  

O número de estudos que examinou o efeito do exercício na função, fenótipo e efeitos 

supressores das Tregs é pequeno. Alguns investigadores mostraram que o exercício aumenta o 

número e função das Tregs em ratinhos (Wang, Song, Tang, et al., 2012; Uchiyama, Jin, Yin, 

et al., 2015), em modelos animais de asma (Lowder, Dugger, Deshane, et al., 2010) e humanos 

(Teixeira, Rama, Carvalho, et al., 2014; Lages, Suffia, Velilla, et al., 2008; Handzlik, Shaw, 

Dungey, et al., 2013).  

Neste estudo, observamos que a contagem absoluta de Tregs aumentou imediatamente 

após o exercício em ambos os grupos. É bem conhecido que os esforços máximos tem efeitos 

profundos sobre a contagem de leucócitos totais, marcados por uma resposta inflamatória aguda 

que é caracterizada por leucocitose, pela ativação de leucócitos, libertação de mediadores 

inflamatórios e dano tecidual (Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014). No nosso estudo 

foi observado um aumento no número absoluto de granulócitos, monócitos e linfócitos, 

argumentando que parte da leucocitose observada nos grupos controlo e de atletas pode ser 

devido a uma resposta inflamatória local causada pela lesão de tecido. No entanto, esta é uma 

resposta temporária e uma hora após o exercício os valores voltaram aos valores pré-exercício. 

Devido a isso, a hipótese do aumento observado nas Tregs após o exercício (Post) refletir 
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simplesmente o aumento do número total de linfócitos não deve ser descartada (Handzlik, 

Shaw, Dungey, et al., 2013).  

Não encontrámos diferenças na expressão do mRNA de FoxP3, TGF-β e IL-10 nas 

Tregs purificadas antes e após o exercício, embora o grupo de atletas master tenha apresentado 

valores ligeiramente mais altos em todos os momentos de medida (Figura 5.1). No entanto, o 

número de casos detetados foi diferente entre os grupos (P<0.05). O maior número de casos 

detetados em atletas master para o mRNA do FoxP3 após o exercício (Tabela 5.4) implica que 

o treino ao longo da vida influência respostas agudas ao exercício para o fator de transcrição 

das Tregs em atletas master. Yeh et al. (2009) demonstraram que o exercício físico aumentou 

a expressão de Foxp3 nas células T, na periferia, em doentes diabéticos Tipo 2. Lowder e 

colegas mostraram que, o exercício aeróbico de intensidade moderada aumentou a população 

Tregs/FoxP3+ no interior do compartimento pulmonar em ratos (Lowder, Dugger, Deshane, et 

al., 2010). Em vista deste resultado, os autores concluíram que o aumento mediado pelo 

exercício no número de Tregs dentro das vias aéreas pode ser o mecanismo pelo qual o exercício 

atenua respostas asmáticas in vivo (Yeh, Chuang, Lin, et al., 2009).  

Yeh et al. (2006), mostraram que a produção de TGF-β e IL-10 pelas Tregs, sob a 

estimulação do vírus varicela zoster, foi aumentada depois de um programa de 12 semanas de 

tai chi chuan em voluntários de meia-idade, o que está de acordo com os nossos resultados. 

Encontrámos que o exercício agudo aumentou o número de casos detetados para o mRNA do 

TGF-β e da IL-10 em atletas master, mas não no grupo controlo (Tabela 5.4), possivelmente 

com influência de um efeito residual do treino – exercício crónico realizado pelos atletas. O 

TGF-β tem potentes propriedades imunomoduladoras e pode induzir a secreção de IgA. Isto 

sugere uma melhoria nas defesas pela imunidade das mucosas que levaria a um risco menor de 

doenças infeciosas (Yeh, Chuang, Lin, et al., 2006). Além disso, o TGF-β pode desempenhar 

um papel essencial na supressão da inflamação, por inibir a atividade de linfócitos T e B e 

células NK. Além disso, o TGF-β também influencia a produção de outras citocinas por meio 

de mecanismos dependentes e independentes de FoxP3 (Yoshimura, Wakabayashi & Mori, 

2010).  

Uma das principais moléculas identificada como responsável pela imunomodulação 

mediada por Tregs é a IL-10. É, portanto, possível, que a maior concentração plasmática da IL-

10 possa estar associada com o aumento do número de Tregs circulantes, a principal fonte de 
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IL-10 no corpo (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). No nosso estudo, a expressão do gene 

da IL-10 foi similar entre os dois grupos na linha de base (Pre), mas as concentrações de IL-10 

no plasma foram mais elevadas no grupo de atletas master. Handzlik e colegas (2013) 

mostraram que cargas elevadas de treino estão associadas com contagens superiores de Tregs 

em repouso e uma maior produção de IL-10 após estimulação por antigénio. Ao mostrar uma 

forte relação entre o aumento do número de Tregs e elevada produção de IL-10 in vitro, os 

autores sugeriram que os atletas tinham uma maior capacidade para produzir IL-10 por causa 

do aumento do número de Tregs. Por outro lado, Hwang e colaboradores mostraram que Tregs 

de indivíduos idosos (idade > 65 anos) inibiam a proliferação das células responsivas e que a 

produção de IL-10 foi reduzida (Hwang, Kim & Kang, 2009). Isto está de acordo com os nossos 

resultados, uma vez que eles demostram concentrações mais baixas de IL-10 no grupo controlo 

(Figura 3). Em conjunto, estes resultados apoiam os efeitos anti-inflamatórios do exercício no 

modelo proposto por Gleeson e colegas (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). 

Recentemente, a expressão da KLRG1 em Tregs tem sido associada com a alterações 

funcionais e senescência (Tauro, Nguyen, Li, et al., 2013). Num modelo de doença autoimune, 

Tregs KLRG1+ expressavam níveis elevados dos marcadores de ativação CD25 e FoxP3 e 

estavam numa fase de diferenciação terminal. Além disso, Tregs KLRG1+ produziam mais IL-

10. Os nossos resultados mostraram que uma percentagem muito pequena de Tregs 

expressavam KLRG1 e diferenças (embora não significativas) foram observadas no número de 

casos em que as Tregs expressavam KLRG1, entre os grupos. A percentagem de Tregs KLRG1+ 

foi cerca de 50% mais baixa no grupo de atletas master em comparação com o grupo controlo. 

  Não foram observadas diferenças nas populações de Tregs naïve e memória entre os 

atletas master e os controlos. Consistente com estudos anteriores (Hwang et al. 2009) a maior 

percentagem das Tregs era de memória (CD45RA-). A discriminação entre Tregs naïve e 

memória é biologicamente relevante. Embora ambas exercem uma ação supressora, elas 

possuem recetores de homing distintos, que permitem a migração entre os órgãos linfoides e 

tecidos inflamados (Miyara, Yoshioka, Kitoh, et al., 2009; van der Geest, Abdulahad, Tete, et 

al., 2014). As Tregs naïve podem desempenhar um papel importante na manutenção do pool de 

Tregs em adultos, ao passo que o aumento de Tregs de memória foi associado a uma resposta 

humoral a vacinas diminuída (van der Geest, Abdulahad, Tete, et al., 2014). Entretanto, as 

Tregs naïve e memória apresentaram um comportamento ligeiramente diferente quando os 

dados foram correlacionados com a idade. Outros estudos (Booth, McQuaid, Sobande, et al., 
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2010; Miyara, Yoshioka, Kitoh, et al., 2009; van der Geest, Abdulahad, Tete, et al., 2014) 

haviam mostrado que a proporção de Tregs naïve na circulação diminui com a idade, enquanto 

que a proporção de Tregs de memória aumenta. Observámos uma tendência das Tregs naïve 

diminuírem no grupo controlo e das Tregs de memória aumentarem com a idade. Já no grupo 

de atletas master, observou-se uma tendência para o aumento das proporções de Tregs naïve 

com a idade (Figura 4). Sugerimos que novos estudos sejam realizados incluindo um número 

maior de indivíduos e também com outras faixas etárias para confirmar ou refutar esta hipótese. 

 

5.4 CONCLUSÃO 

 

O número das Tregs foram os mesmos nos atletas master e no grupo controlo, sugerindo 

que o treino ao longo da vida não interfere na perda ou aumento no número destas células. Além 

disso, as Tregs parecem estar mais ativadas nos atletas master em comparação com o grupo 

controlo. Encontrámos níveis ligeiramente aumentados da expressão génica de FoxP3, TGF-β 

e IL-10, associado a um maior número de casos onde se observou a amplificação, o que estaria 

de acordo com o aumento da concentração plasmática da IL-10 nos atletas master. Não se 

observam diferenças entre o marcador de senescência entre os dois grupos. Pesquisas futuras 

devem incluir amostras maiores e testes funcionais. 
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6. ESTUDO 3: A INFLUÊNCIA DO TREINO AO LONGO DA VIDA SOBRE A 

MOBILIZAÇÃO DE LINFÓCITOS T SENESCENTES EM RESPOSTA AO 

EXERCÍCIO AGUDO MÁXIMO. 
 

Resumo: 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treino ao longo da vida sobre a 

senescência e sua mobilização de linfócitos T em resposta ao exercício agudo.  

Métodos: Dezanove atletas master que participavam regularmente em treino e competições por 

mais de 20 anos ao longo da vida e um grupo controlo constituído por 9 indivíduos de mesma 

idade e saudáveis fizeram parte deste estudo. Todos os indivíduos realizaram um teste 

progressivo até à exaustão num cicloergómetro. As amostras de sangue foram obtidas antes 

(Pre), 10 min pós-exercício (Post) e 1 h pós-exercício (1h). O estudo fenotípico das células T 

do sangue periférico foi efetuado por citometria de fluxo. A expressão de genes de interesse foi 

feita em células T purificadas por cell sorting. 

Resultados: Não se observaram alterações estatisticamente significativas para as células T 

CD4+ e T CD8+ e suas subpopulações entre atletas master e controlos em todos os momentos 

de medida. A idade mostrou ter efeito negativo na subpopulação de células T CD8+ naïve e 

positivo para as células T CD8+ SLEC (short-lived effector cell). O VO2max influenciou 

negativamente a percentagem total de linfócitos e positivamente a proporção de células T CD4+ 

naïve. Atletas master têm menor percentagem de células T CD8+ naïve, memória-central e 

memória-efetora senescentes e de células T CD4+ naïve e memória-efetora senescentes. Não se 

observaram diferenças nas células efetoras-terminais para as várias condições do estudo. A 

expressão de mRNA do gene CCR7 para as células T CD8+ naïve e do gene FasL para as células 

T CD8+ efetoras-terminais não foi diferente entre masters e controlos e não mudou em resposta 

ao teste de esforço máximo.  

Conclusão: Em conclusão, a manutenção de altos níveis de aptidão aeróbia durante o curso 

natural do envelhecimento pode ajudar a prevenir o acumular de células T senescentes. 

Palavras-chave: Imunosenescência; KLRG1; Citomegalovirus; CCR7; FasL; espaço imune. 
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6.1 INTRODUÇÃO 

 

O declínio com a idade na função imune, referido como imunosenescência, está bem 

caracterizado no sistema imune adaptativo, e, em particular, entre as células T. Características 

de imunosenescência obtidas no pool de células T, incluem baixos números de células T naïve 

(em especial nas células T CD8+) e um elevado número de células T de memória (células T 

CD8+ especialmente no estágio final de diferenciação) (Appay & Sauce, 2014; Fülöp, Larbi & 

Pawelec, 2013; Pawelec, 2012, 2014), respostas diminuídas à vacinação (Moro-García, Alonso-

Arias, López-Vázquez, et al., 2012; Turner, Campbell, Edwards, et al., 2014) e um rácio 

CD4:CD8 menor que 1.0 (Luz Correa, Ornaghi, Cerutti Muller, et al., 2014). Estas alterações 

são também potencializadas pela infeção por citomegalovirus (Wills, Akbar, Beswick, et al., 

2011).  

Foi sugerido que o exercício pode exercer um efeito “anti” imunosenescência (Simpson, 

2011b; Simpson & Guy, 2010), talvez por atrasar o início do envelhecimento imunológico ou 

mesmo melhorar a resposta do sistema imune em pessoas mais velhas (Müller & Pawelec, 2013; 

Simpson & Guy, 2010; Simpson, 2011b; Simpson, Lowder, Spielmann, et al., 2012; Turner, 

2016). Esta teoria tem sido desenvolvida com base na evidência de que o exercício “estimula” 

a função imune (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011; Walsh, Gleeson, Pyne, et al., 2011). 

O treino moderado ou intenso ao longo da vida leva a respostas imunes mais fortes e por um 

maior tempo, por exemplo, no título de anticorpos de vacinas contra a gripe, resultando em 

indivíduos mais protegidos (de Araújo, Silva, Fernandes, et al., 2015). Além disso, a 

imunovigilância exercida pelos linfócitos, onde estas células tem a capacidade de reconhecer 

antigénios associados a vírus, bactérias ou tumores e de desenvolver respostas específicas a 

estes, pode ser facilitada pela linfocitose transitória e subsequente linfopenia induzida por 

sessões de exercício (Gleeson & Bishop, 2005; Turner, 2016). Além disso, alguns tipos de 

exercício são anti-inflamatórios, e se repetidos regularmente ao longo da vida, há uma menor 

morbidade e mortalidade por doenças com etiologia imunológica e inflamatória (Gleeson, 

Bishop, Stensel, et al., 2011). Assim, muitos aspetos da função imune mudam com o 

envelhecimento, e algumas alterações podem ser restauradas transitoriamente pelo exercício. 

Uma teoria recente propôs que o exercício pode provocar efeitos preventivos e/ou reparadores 

na imunosenescência das células T (Simpson, 2011b; Simpson & Guy, 2010). Resumidamente, 

propõe-se que três processos resultem neste efeito. Em primeiro lugar, as células de um fenótipo 
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diferenciado de fase final são mobilizadas para o sangue periférico durante o exercício 

(Campbell, Riddell, Burns, et al., 2009; Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 2007; 

Simpson, Cosgrove, Chee, et al., 2010). Em segundo lugar, essas células extravasam a partir de 

sangue (homing) para os tecidos periféricos e / ou inflamados 1-2 h após o exercício (Dhabhar, 

2014; Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011; Walsh, Gleeson, Pyne, et al., 2011). Nestes locais 

as células seriam expostas a uma série de estímulos pro-apoptóticos (por exemplo, espécies 

reativas de oxigénio, glucocorticoides, citocinas) podendo causar a apoptose destas células 

(Krüger, Frost, Most, et al., 2009). A terceira fase e hipótese final, propõe que o repertório de 

células T naïve é capaz de expandir em resposta ao “espaço imune” que foi criado, iniciado por 

um loop de feedback negativo hipotético que governa o número de células T naïve e de memória 

(Simpson, 2011b; Haugen, Norheim, Lian, et al., 2010).  

Apesar de vários estudos sugerirem que o exercício pode retardar o envelhecimento 

biológico humano, os efeitos do exercício de longo prazo sobre a função das células T não são 

bem conhecidos (Moro-García, Fernández-García, Echeverría, et al., 2014; Prieto-Hinojosa, 

Knight, Compton, et al., 2014; Cosgrove, Galloway, Neal, et al., 2012; Teixeira, Rama, 

Carvalho, et al., 2014). Por isso, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treino ao longo 

da vida sobre a senescência e mobilização de linfócitos T em resposta ao exercício agudo. 

 

6.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.2.1 Participantes 
 

As características dos participantes deste estudo estão apresentadas na Tabela 6.1. 

Similarmente aos estudos anteriores, o grupo de atletas master e o grupo controlo eram de idade, 

estatura, peso corporal e IMC semelhantes. Os atletas tinham maior VO2max, em valores 

absolutos e relativos, em comparação com o grupo controlo. A amostra foi composta por 19 

atletas master e 9 controlos (Tabela 6.1). Não foi feita estratificação dos grupos por género. 
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Tabela 6.1. Caracterização da amostra. 

 Controlo Atletas master 
Idade (anos) 53.7 ± 6.04 53.5 ± 8.94 
Estatura (cm) 169.7 ± 8.23 171.5 ± 5.86 
Peso corporal (kg) 70.45 ± 13.71 74.7 ± 15.17 
IMC (kg.m-2) 24.6 ± 3.18 25.7 ± 4.65 
VO2max (L.min-1) 2094.55 ± 4.14* 2859.5 ± 697.22 
VO2max (mL.kg-1.min-1) 29.29 ± 697.22* 40.36 ± 11.55 

Valores são Média ± desvio padrão (SD). Controlo (N = 9); Masters (N = 19). Abreviaturas: IMC= Índice de 
Massa Corporal; VO2max= Consumo máximo de oxigénio. * P < 0.01 comparado aos atletas master. 
 

 
6.2.2 Protocolo experimental e recolhas de sangue 

 

No laboratório e após triagem (ver seção Materiais e Métodos para detalhes), amostras 

de sangue venoso (10 ml) foram colhidas a partir da veia antecubital por punção venosa e 

armazenadas em 2 tubos Vacutainer K3EDTA (Becton-Dickinson, Oxford, Reino Unido). As 

amostras de sangue foram mantidas sob refrigeração até os procedimentos de citometria de 

fluxo e sorting celular. Seguindo a realização do protocolo para a determinação do VO2max 

(detalhes do teste podem ser vistos na 3.2.4 do Capítulo 3), mais duas amostras de sangue (10 

ml) foram recolhidas 10 min e 1h após o término do teste. Os procedimentos da recolha foram 

os mesmos para os 3 momentos de medida e estão previamente detalhados na seção 3.2.5 do 

Capítulo 3. 

 

6.2.3 Citometria de fluxo 
 

Os estudos de imunofenotipagem no sangue periférico foram realizados utilizando um 

conjunto de oito anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos, sendo as 

amostras adquiridas no citómetro FACS Canto II (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Um 

modelo esquemático da estratégia utilizada para definir as diferentes populações de células está 

na Figura 6.1. 
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(a) (b) (c) 

   

(d) (e) (f) 

  
 

(g)   

 

 

Figura 6.1. Estratégia de análise utilizada para definir as diferentes populações de células T CD4+ 

e CD8+ e para a % das células que expressam o marcador KLRG1.  

A população de linfócitos foi definida com base na sua baixa granularidade (side scatter) e seu pequeno 

tamanho (foward scatter) (Figura 6.1a). Os linfócitos T foram identificados de acordo com sua 

positividade para CD3 (Figura 6.1b). As células T CD4+ e T CD8+ foram definidas com base na sua 

positividade para CD4+ e CD8+, respetivamente (Figura 6.1c). Cada subpopulação de células T CD4+ e 

T CD8+ foi divida em naïve (CD27+/CD45RA+), memória-central (CM; CD27+/CD45RA-), memória-

efetoras (EM; CD27-/CD45RA-) e efetoras-terminais (EMRA; CD27-/CD45RA+) (Figura 6.1d, e). As 

células T CD8+ ainda foram subdivididas em mais uma população, SLEC (CD27-/low, CD45RA++) 

Naive

EFFME

MC

Lymphocyte

T cells 

CD4+ T cells CD8+ T cells 

T CD8+ naive T CD8+ SLEC 

KLRG1+  KLRG1-  
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(Figura 6.1f). Todas as populações foram analisadas quanto a sua positividade para o marcador KLRG1 

(Figura 6.1g). 
 

 

6.2.4 Purificação celular e análise do mRNA em células purificadas 

 

Após a purificação das células T CD8+ naïve e efetoras-terminais por FACSAria II (BD) 

de acordo com o seu fenótipo típico, o conteúdo das células purificadas foi transferido para um 

tubo Eppendorf de 1,5 ml e centrifugado durante 5 min a 300 g e o sedimento foi ressuspendido 

em 350 µL de tampão de lise RLT (Qiagen, Hilden, Alemanha). O RNA total foi extraído com 

o RNeasy Micro Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante (ver seções 3.4.1 e 3.5 

do Capítulo 3 para detalhes). 

 
6.2.5 Análise estatística 

  

Os resultados descritivos são apresentados como médias ± desvio padrão (DP). A 

distribuição Gaussiana para cada parâmetro foi avaliada por um teste de Shapiro-Wilk. O nível 

alfa foi ajustado em 0.05. Para as análises de mudança, considerando o planeamento multinível 

do estudo [unidades de nível 1 (intra-individual) dentro de cada unidade de nível 2 (indivíduos 

de diferentes grupos)], foram construídos modelos hierárquicos de efeitos aleatórios (REM) 

usando uma abordagem de modelagem multinível (MLwiN v2.26, Center for Multilevel 

Modeling, Universidade de Bristol, Bristol, Reino Unido) (Baxter-Jones, Mirwald, McKay, et 

al., 2003).  

Modelos de análise que continham variáveis medidas em diferentes níveis de uma 

hierarquia são conhecidos como modelos de regressão multinível. O seguinte modelo 

multinível polinomial aditivo foi adotado para descrever as mudanças em resposta a um 

protocolo de esforço máximo: 

yij = (α + μj) + (β + vj) xij + (ɀ1ij + ɀ2ij + ··· + ɀnij) + ɛij  
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Esta equação é um exemplo de REM no qual os coeficientes de regressão de nível 1 são 

tratados como variáveis aleatórias no nível 2. Neste exemplo, os minutos de início (x) estão nas 

partes fixa e aleatória do modelo. Isto é visto claramente quando a equação 1 é rearranjada em 

partes fixas e aleatórias: 

yij = (α + βj xij) + (ɀ1ij + ɀ2ij + ··· + ɀnij) + (µj + vjxij + ɛij) 

onde y é a %Total Ly, %Total LyT, %LyT, %Total CD4+, %CD4+, %Total CD8+ e %CD8+; 

células T CD4+ naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) e efetoras-terminais 

(EMRA) ; células T CD8+ naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) e efetoras-

terminais (EMRA); LyT/KLRG1+, %CD4+/KLRG1+, %CD4+/naïve/KLRG1+, 

%CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+ e %CD4+/EMRA/KLRG1+ na ocasião da medição 

i no jth indivíduo, α é a constante para cada jth indivíduo, βj xij é a inclinação para os parâmetros 

dependentes ao longo do tempo (isto é, minuto de medida) para jth indivíduo; e ɀ1 a ɀn foram os 

coeficientes das variáveis explicativas (por exemplo, idade, sexo, VO2max etc.) na ocasião da 

avaliação i no jth indivíduo. Estes foram os parâmetros fixos no modelo. 

Ambos μj, vjxij e εij formaram os parâmetros aleatórios no modelo. Eles foram assumidos 

como independentes e seguem uma distribuição normal, com médias iguais a zero e variância 

σ2. εij~N[0,var(εij)] foi o nível residual 1 (variação intra-individual) para a ith avaliação de 

%Total Ly, %Total LyT, %LyT, %Total CD4+, %CD4+, %Total CD8+ ou %CD8+; células T 

CD4+ naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) ou efetoras-terminais (EMRA); 

células T CD8+  naïve, memória-central (CM), memória-efetora (EM) ou efetoras-terminais 

(EMRA); LyT KLRG1+, % LyT CD4+KLRG1+, %CD4+/naïve/KLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+ 

ou %CD4+/EM/KLRG1+, %CD4+/EMRA/KLRG1+ no jth indivíduo. Além disso, μj~N[0,var(μ)] 

foi a variância de intercetação entre indivíduos e !ijxij~N[0,var(!ijxij)] foi a variância de 

inclinação entre indivíduos; sendo assim utilizadas como variâncias de resíduos de nível 2 

(entre sujeitos) para o jth indivíduo. A equação μj×!ijxij~N[0,var(μj×!ijxij)] explicou as relações 

de covariância entre os interceptos e slopes no modelo (Baxter-Jones, Mirwald, McKay, et al., 

2003; Jackowski, Baxter-Jones, Gruodyte-Raciene, et al., 2015). 

Modelos foram construídos usando um procedimento stepwise, ou seja, variáveis 

preditoras (efeitos fixos z) foram adicionadas uma de cada vez, e as estatísticas de razão de 

verossimilhança foram usadas para julgar o ajuste estatístico do modelo (Baxter-Jones, 
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Mirwald, McKay, et al., 2003). As variáveis preditoras (z) foram aceitas como significativas se 

o coeficiente médio estimado fosse maior do que o dobro do erro padrão da estimativa. Se o

critério de retenção não foi cumprido, a variável preditora foi descartada. Funções de potência 

do minuto de medida foram introduzidas nos modelos lineares para permitir a não-linearidade 

de mudanças nos parâmetros dependentes. As variáveis a seguir foram introduzidas como 

preditores nos modelos multinível: minuto de medida, minuto de medida2, idade, estatura, 

massa corporal e VO2max. Foram criadas variáveis dummy para grupos de sexo e amostra com 

participantes do sexo feminino e controlos como categorias de referência, respectivamente. Um 

total de vinte oito independentes REMs multiníveis foram construídos. 

6.3 RESULTADOS 

A Tabela 6.2 apresenta o modelo de regressão multinível para a % de linfócitos (%Total 

Ly) e linfócitos T (%Total LyT) dentro da população total de células, a % de linfócitos T dentro 

da população de linfócitos (%LyT), a % de linfócitos T CD4+ e T CD8+ dentro da população 

total de células (%Total CD4+ e %Total CD8+, respetivamente) e a % de linfócitos T CD4+ e 

linfócitos T CD8+ (%CD4+ e %CD8+, respetivamente). Para os seis modelos, os efeitos 

aleatórios são significativos dentro dos indivíduos, indicando que a %Total Ly, %Total LyT, 

%Total CD4+, %CD4+, %Total CD8+ e %CD8+ aumenta significativamente em cada minuto de 

medida dentro dos indivíduos (P<0.05). A matriz de variância entre indivíduos para cada 

modelo indica que os indivíduos têm curvas significativamente diferentes em termos de seus 

interceptos [constante / constante (μj × μj), P<0.05], mas não em termos das inclinações de

suas linhas [minuto de medida / minuto de medida (vjxij × vjxij), P>0.05], exceto para a %Total 

CD4+ (P<0.05). Além disso, a variância desses interceptos e slopes não está significativamente 

correlacionada [constante / idade (μj × vjxij), P>0.05], com exceção da %Total CD8+. A

variação entre indivíduos não é, portanto, diferente em diferentes minutos de medida, com 

exceção da %Total CD4+ e %Total CD8+.   



Ta
be

la
 6

.2
. M

od
el

o 
de

 re
gr

es
sã

o 
m

ul
tin

ív
el

 p
ar

a 
a 

%
To

ta
l L

y;
 %

To
ta

l L
yT

, %
Ly

T,
 %

To
ta

l C
D

4+ , %
CD

4+ , %
To

ta
l C

D
8+  e

 %
CD

8+ . 

%
To

ta
l L

y 
%

To
ta

l L
yT

 
%

Ly
T 

%
To

ta
l C

D
4 

%
CD

4 
%

To
ta

l C
D

8 
%

CD
8 

Ef
ei

to
s f

ix
os

 
Co

ns
ta

nt
e 

31
.3

84
5±

4.
00

97
 

18
.1

11
9±

1.
00

56
 

75
.4

51
1±

2.
96

32
 

13
.1

91
6±

1.
00

26
 

59
.0

95
6±

1.
68

33
 

6.
05

99
±0

.5
64

0 
32

.5
10

0±
1.

53
27

 
M

in
 d

e 
m

ed
id

a 
0.

37
09

±0
.0

75
6 

0.
09

30
±0

.0
33

9 
-0

.5
07

2±
0.

08
38

-0
.0

47
0±

0.
01

90
-0

.6
31

6±
0.

06
75

0.
10

38
±0

.0
23

8 
0.

36
06

±0
.0

57
8 

M
in

 d
e 

m
ed

id
a 

2
-0

.0
07

5±
0.

00
12

-0
.0

02
3±

0.
00

08
0.

00
92

±0
.0

01
3

0.
00

05
±0

.0
00

2
0.

01
12

±0
.0

01
1

-0
.0

02
1±

0.
00

04
-0

.0
06

6±
0.

00
09

Id
ad

e 
 

N
S

N
S

N
S

N
S

N
S

N
S

N
S

M
ul

he
re

s v
s h

om
en

s 
N

S
N

S
-6

.4
20

2±
3.

16
80

-3
.4

52
0±

1.
14

93
N

S
N

S
N

S
Co

nt
ro

lo
s v

s m
as

te
rs

 
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
Es

ta
tu

ra
 

N
S

N
S

N
S

N
S

N
S

N
S

N
S

Pe
so

 c
or

po
ra

l 
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
V

O
2m

ax
 

-0
.0

23
±0

.0
01

0
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
N

S
Ef

ei
to

s a
le

at
ór

io
s 

N
ív

el
 1

 
Co

ns
ta

nt
e 

(ε
ij)

10
.8

64
1±

2.
03

50
 

5.
53

79
±1

.0
37

4 
13

.3
50

7±
2.

50
10

 
0.

64
74

±0
.1

70
2 

8.
65

72
±1

.6
21

7 
1.

07
56

±0
.2

82
0 

6.
35

68
±1

.1
90

8 
N

ív
el

 2
 

Co
ns

ta
nt

e 
(μ

j)
26

.6
72

0±
7.

99
99

 
24

.0
95

6±
6.

82
92

 
55

.4
47

8±
15

.7
69

7 
6.

65
31

±1
.8

60
9 

73
.9

93
4±

20
.2

08
7 

8.
20

70
±2

.3
43

4 
62

.1
14

1±
16

.8
80

0 
M

in
 d

e m
ed

id
a (

v jx
ij) 

N
S 

N
S 

N
S 

0.
00

05
±0

.0
00

2 
N

S 
N

S 
N

S 
μ j
×v

jx i
j 

N
S 

N
S 

N
S 

N
S 

N
S 

-0
.0

34
4±

0.
01

69
N

S 
A

br
ev

ia
tu

ra
s:

 %
To

ta
l L

y=
 %

 d
e 

lin
fó

ci
to

s d
en

tro
 d

a 
po

pu
la

çã
o 

to
ta

l d
e 

cé
lu

la
s; 

%
To

ta
l L

yT
= 

%
 d

e 
lin

fó
ci

to
s T

 d
en

tro
 d

a 
po

pu
la

çã
o 

to
ta

l d
e 

cé
lu

la
s;

 %
Ly

T=
 %

 d
e 

lin
fó

ci
to

s T
 

de
nt

ro
 d

a 
po

pu
la

çã
o 

de
 li

nf
óc

ito
s;

 %
To

ta
l C

D
4=

 %
 d

e 
lin

fó
ci

to
s T

 C
D

4+  d
en

tro
 d

a 
po

pu
la

çã
o 

to
ta

l d
e 

cé
lu

la
s;

 %
C

D
4=

 %
 d

e 
lin

fó
ci

to
s T

 C
D

4+ ; %
To

ta
l C

D
8=

 %
 d

e 
lin

fó
ci

to
s 

T 
C

D
8+  d

en
tro

 d
a 

po
pu

la
çã

o 
to

ta
l d

e 
cé

lu
la

s;
 %

C
D

8=
 %

 d
e 

lin
fó

ci
to

s T
 C

D
8+ ; V

O
2m

ax
; c

on
su

m
o 

m
áx

im
o 

de
 o

xi
gé

ni
o.

 
O

s v
al

or
es

 p
ar

a 
os

 E
fe

ito
s f

ix
os

 e
st

ão
 a

pr
es

en
ta

do
s c

om
o 

a 
m

éd
ia

 d
os

 c
oe

fic
ie

nt
es

 e
st

im
ad

os
 ±

 S
EE

 (e
rro

 p
ad

rã
o 

da
 e

st
im

at
iv

a)
 d

o 
To

ta
l L

y,
 T

ot
al

 L
yT

, L
yT

, T
ot

al
 C

D
4,

 C
D

4,
 

To
ta

l C
D

8 
e 

C
D

8 
em

 %
. O

s v
al

or
es

 p
ar

a 
os

 E
fe

ito
s a

le
at

ór
io

s e
st

ão
 a

pr
es

en
ta

do
s c

om
o 

a 
m

éd
ia

 d
a 

va
riâ

nc
ia

 e
st

im
ad

a 
± 

SE
E 

(T
ot

al
 L

y,
 T

ot
al

 L
yT

, L
yT

, T
ot

al
 C

D
4,

 C
D

4,
 T

ot
al

 
C

D
8 

e 
C

D
8 

em
 %

2 ).

162 



 

 

Os efeitos fixos que significativamente predisseram a %Total Ly, %Total LyT, %Total 

CD4+, %CD4+, %Total CD8+ e %CD8+ indicam que uma vez que o tempo de medida é 

controlado (1 minuto prevê 0.4%, 0.1, -0.5, -0.05, -0.6, 0.1 e 0.4, respetivamente) nenhum efeito 

significativo da participação desportiva (controlos vs. masters) foi observado para todas as 

variáveis. O VO2max teve associação independente, significativa e negativa com a %Total Ly (-

0.023 ± 0.0010) (Tabela 6.2). 

 Tabela 6.3 apresenta o modelo de regressão multinível para a % das células T CD4+ 

naïve, CM, EM e EMRA. Para os quatro modelos, os efeitos aleatórios são significativos dentro 

dos indivíduos. A % das células T CD4+ naïve, CM, EM e EMRA aumenta significativamente 

a cada minuto de medida dentro dos indivíduos (P<0.05). A matriz de variância entre indivíduos 

para cada modelo indica que os indivíduos têm curvas significativamente diferentes em termos 

de seus interceptos ((μj × μj); P<0.05), mas não em termos das inclinações de suas linhas ((vjxij 

× vjxij); P>0.05). Além disso, a variância desses interceptos e slopes não está 

significativamente correlacionada ((μj × vjxij); P>0.05). A variância entre indivíduos não é, 

portanto, diferente nos diferentes minutos de medida. Os efeitos fixos que predisseram 

significativamente a % de células T CD4+ naïve, CM, EM e EMRA indicam que uma vez que 

o tempo de medida é controlado (1 minuto prevê -0.01%, -0.4, 0.3 e -0.01, respetivamente), 

nenhum efeito significativo da participação desportiva (controlos vs. masters) foi observado 

para todas as variáveis. O VO2max teve uma associação independente, significativa e positiva 

com % de células T CD4+ naïve (0.0599 ± 0.0024).   

O modelo de regressão multinível para valores percentuais para as subpopulações de 

células T CD8 naïve, SLEC, CM, EM e EMRA está apresentado na Tabela 6.4. Para os cinco 

modelos, os efeitos aleatórios são significativos dentro dos indivíduos, e a % de células T CD8+ 

naïve, SLEC, CM, EM e EMRA também aumenta significativamente a cada minuto de medida 

dentro dos indivíduos (P<0.05), como acontece com as subpopulações de células T CD4+. A 

matriz de variância entre indivíduos para cada modelo indica que os indivíduos têm curvas 

significativamente diferentes em termos de seus interceptos ((μj × μj); P<0.05), mas não em 

termos das inclinações de suas linhas ((vjxij × vjxij); P>0.05), com exceção da % de células T 

CD8+ SLEC (P>0.05). Além disso, a variância desses interceptos e slopes não está 

significativamente correlacionada ((μj × vjxij); P>0.05). A variância entre indivíduos não é, 

portanto, diferente em diferentes minutos de medida, exceto para % de células T CD8+ SLEC. 

Os efeitos fixos que predisseram significativamente % de células T CD8+ naïve, SLEC, CM e 
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EMRA indicam que uma vez que o tempo de medição é controlado (1 minuto prediz -0.4%, 

0.1, -0.3 e 0.5, respetivamente), nenhum efeito significativo da participação desportiva 

(controlos vs. masters) foi observado para todas as variáveis. 

Tabela 6.3. Modelos de regressão multinível para as subpopulações de células T CD4+ naïve, 

memória-central (CM), memória-efetora (EM) e efetoras-terminais (EMRA). 

%CD4 

Naïve CM EM EMRA 
Efeitos Fixos 

Constante 116.9764±48.9146 50.9481±2.9232 -78.6447±38.3960 1.2080±0.5510
Min de medida -0.0061±0.0140 -0.4028±0.0789 0.2614±0.0515 -0.0097±0.0073
Min de medida 2 NS 0.0071±0.0012 -0.0046±0.0008 NS 
Idade  NS NS 0.2820±0.1317 NS 
Mulheres vs homens NS 9.1919±3.2184 -11.8384±3.5127 NS 
Controlos vs masters NS NS NS NS 
Estatura -0.6979±0.3126 NS NS NS 
Peso corporal NS NS NS NS 
VO2max 0.0599±0.0024 NS NS NS 

Efeitos aleatórios 
Nível 1 

Constante (εij) 10.8009±2.0115 11.6590±3.0609 5.0347±0.9431 6.8678±2.0783 
Nível 2 

Constante (μj) 78.9011±21.7285 65.4753±19.2889 34.9337±9.6265 2.9954±0.5611 
Min de medida 
(vjxij) 

NS NS NS NS 

μj×vjxij NS NS NS NS 
Abreviaturas: %CD4, % das células T CD4+; CM, memória-central; EM, memória-efetora; EMRA, efetoras-
terminas; VO2max, consumo máximo de oxigénio. Os valores para os Efeitos fixos estão apresentados como a média 
dos coeficientes estimados ± SEE (erro padrão da estimativa) das subpopulações de Naïve, CM, EM e EMRA em 
%. Os valores para os Efeitos aleatórios estão apresentados como a média da variância estimada ± SEE (Naïve, 
CM, EM e EMRA em %2). 
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A tabela 6.5 apresenta uma análise comparativa da % das células T e das células T CD4+ 

e T CD8+ entre o grupo de atletas master e o grupo controlo. Além disso, está indicada a % das 

células T e das células T CD4+ e T CD8+ que expressam KLRG1. A % dos linfócitos T e dos 

compartimentos das células T CD4+ e das células T CD8+ não foi diferente entre masters e 

controlos. Em relação as células que expressam KLRG1, a % das células T CD4+ e das células 

T CD8+ senescentes é maior nos controlos em relação aos masters (P<0.05).  

 

Tabela 6.5. Valores percentuais de células T, células T CD4+ e células T CD8+ e a percentagem 

destas células a expressar KLRG1 antes e em resposta a um protocolo de esforço máximo. 

 Pre  Post  1h  

 Masters Controlo Masters Controlo Masters Controlo 

LyT   66.28 ± 10.45 70.99 ± 6.94 62.46 ± 9.06 66.38 ± 7.66 67.34 ± 12.10 72.16 ± 10.13 

KLRG1+ 6.58 ± 4.08 9.19 ± 4.92 9.70 ± 5.77 12.23 ± 6.09 8.68 ± 5.33 13.69 ± 7.57 

T CD4+ 58.66 ± 8.30 58.73 ± 9.68 51.95 ± 10.70 53.15 ± 10.20 60.44 ± 8.53 60.67 ± 9.58 

KLRG1+ 8.05 ± 5.06 13.49 ± 8.17* 11.35 ± 6.79 17.07 ± 9.80* 7.31 ± 4.97 12.78 ± 6.17* 

T CD8+ 30.64 ± 8.20 31.93 ± 8.18 35.63 ± 10.24 35.26 ± 8.49 28.37 ± 9.77 30.73 ± 7.14 

KLRG1+ 25.22 ± 12.94* 36.54 ± 14.91 32.32 ± 15.90  42.63 ± 12.58* 22.14 ± 12.83 37.90 ± 11.80* 

Valores são Média ± Desvio Padrão. Controlo (N = 9); Masters (N = 19). Pre (antes); Post (10 min pós-exercício) 
e 1h (1 h pós-exercício). * P<0.05 comparado aos Atletas master. 
 

A Tabela 6.6 resume os resultados dos modelos multiníveis para %LyT KLRG1+ e a % 

das células T CD4+ e suas subpopulações que expressam KLRG1 (CD4+/KLRG1+, 

%CD4+/naïve/KLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+ e 

%CD4+/EMRA/KLRG1+). Os efeitos aleatórios descrevem os dois níveis de variância, intra-

individual (nível 1 da hierarquia) e entre indivíduos (nível 2 da hierarquia). Para os seis 

modelos, os efeitos aleatórios são significativos dentro dos indivíduos, indicando que a % dos 

linfócitos T e das células T CD4+ e suas subpopulações senescentes aumenta significativamente 

a cada minuto de medida dentro dos indivíduos (P<0.05). A matriz de variância entre indivíduos 

para cada modelo indica que os indivíduos têm curvas significativamente diferentes em termos 

de seus interceptos [constante / constante (μj × μj), P<0.05], mas não em termos das inclinações 

de suas linhas [minuto de medida/minuto de medida (vjxij × vjxij), P>0.05]. Além disso, a 

variância desses interceptos e slopes não é significativamente correlacionada [constante / idade 
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(μj × vjxij), P>0.05]. A variância entre indivíduos não é, portanto, diferente nos diferentes

minutos de medida. Os efeitos fixos que significativamente predizem a %LyT/KLRG1+, 

%CD4+/KLRG1+, %CD4+/naïve/KLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+ indicam que, uma vez que o 

tempo de medida é controlado (1 minuto prevê que 0,5%, 0,3, 0,1 e 0,1% respetivamente), 

atletas master tem significativamente menor %LyT/KLRG1+ (-6.7829 ± 3.0608), 

%CD4+/KLRG1+ (-5.8145 ± 2.4227), %CD4+/naïve/KLRG1+ (-5.3182 ± 2.5761) e 

%CD4+/EM/KLRG1+ (-4.3505 ± 1.9356%) do que os controlos. Entretanto, nenhum efeito 

significativo da participação no desporto (controlos vs. masters) foi observado para a 

%CD4+/EM/KLRG1+ e %CD4+/EMRA/KLRG1+.  

Não foi encontrada diferença entre masters e controlos na expressão de KLRG1, medida 

pela intensidade média de fluorescência (MIF) para as subpopulações de linfócitos T CD4+ e 

subpopulações (%CD4+/naïve/KLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+ e 

%CD4+/EMRA/KLRG1+) (Figura 6.2).  

Considerando que a % das células T CD4+ e subpopulações senescentes 

(%CD4+/KLRG1+, %CD4+/naïve/KLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+ e 

%CD4+/EMRA/KLRG1+) aumenta a cada minuto de medida, comparámos os valores médios 

da % destas células KLRG1+ nos momentos de medida Pre, Post e 1h utilizando ANOVA para 

medidas repetidas. Os resultados desta análise estão apresentados na Figura 6.3. As células T 

CD4+ senescentes são mobilizadas pelo exercício apenas no grupo de atletas master, como 

mostra o aumento significativo das células T CD4+ senescentes no momento Post (Figura 6.2e), 

corroborando os resultados da análise multinível (Tabela 6.6). A % das células T CD4+ 

senescentes retorna aos valores de repouso em 1h (Figura 6.2e). Isto demonstra que o aumento 

significativo da % das células T CD4+ senescentes a cada minuto de medida apresentado pelo 

modelo multinível não é uma resposta linear. O modelo indica a não-linearidade dos resultados 

quando se observam valores negativos para Minuto de medida2, correspondente ao momento 

de medida 1h (Tabela 6.6). Os resultados indicam que a % de células T CD4+ naïve e MC 

senescentes não é diferente entre os momentos de medida para os dois grupos. As populações 

de T CD4+ EM e EMRA aumentam no Post no grupo de atletas master e retornam aos valores 

basais em 1h. No grupo controlo a única diferença observada foi para a % das células T CD4+ 

EM senescentes com os valores obtidos em 1h inferiores àqueles do momento Pre. 
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Figura 6.2: Intensidade média de fluorescência (MIF) de KLRG1 nas células T 

CD4+/naïve/KLRG1+, CD4+/CM/KLRG1+, CD4+/EM/KLRG1+ e CD4+/EMRA/KLRG1+, e dentro 

destas nas CD127+ e CD127-, antes e em resposta a um protocolo de esforço máximo para os grupos 

controlo e atletas master.  

Os valores estão apresentados como a média ± desvio padrão. A coluna A indica a MIF das células 

KLRG1+; A coluna B indica a MIF das células CD127+; A coluna C indica os resultados das células 

CD127-. Pre (antes); Post (10 min pós-exercício) e 1h (1 h pós-exercício). Controlo (N = 9); Masters (N 

= 19). 
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Figura 6.3: Resultados para a percentagem de células T CD4+, naïve, memória-central, memória-

efetora e efetoras-terminais que expressam o marcador de senescência KLRG1, antes e em 

resposta a um protocolo de esforço máximo para os grupos controlo e atletas master. 

Os valores estão apresentados como a média ± desvio padrão. a P<0.05 em comparação com os atletas 

master no momento Pre. b P<0.05 em comparação com os atletas master no momento Post. c P<0.05 

em comparação com os atletas master no momento 1h. * P<0.05 Post comparado com o momento Pre. 

# P<0.05 1h comparado com o momento Post. & P<0.05 1h comparado com o momento Pre. 

Abreviaturas: %CD4+/KLRG1+ = % de células T CD4+ que expressam KLRG1. Pre (antes), Post (10 

min pós-exercício), 1h (1 h pós-exercício). Controlo (N = 9); Masters (N = 19). 
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A Tabela 6.7 resume os resultados do modelo multinível para a % de células T CD8+ e 

subpopulações senescentes. Os efeitos aleatórios são significativos dentro dos indivíduos, 

indicando que a % de células T CD8+ e subpopulações senescentes aumenta significativamente 

a cada minuto de medida dentro dos indivíduos (P<0.05). A matriz de variância entre indivíduos 

para cada modelo indica que os indivíduos têm curvas significativamente diferentes em termos 

de seus interceptos [constante / constante (μj × μj), P<0.05], mas não em termos das inclinações

de suas retas [minuto de medida / minuto de medida (vjxij × vjxij), P>0.05]. Além disso, a 

variância desses interceptos e slopes não é significativamente correlacionada [constante / idade 

(μj × vjxij), P>0.05]. A variância entre indivíduos não é, portanto, diferente nos diferentes

minutos de medida. Os efeitos fixos que predizem significativamente a %CD8+/KLRG1+, 

%CD8+/naïve/KLRG1+, %CD8+/SLEC/KLRG1+, %CD8+/CM/KLRG1+, %CD8+/EM/KLRG1+ 

e %CD8+/EMRA/KLRG1+ indicam que uma vez que o tempo de medida é controlado (1 minuto 

prevê 0.7, 0.1, 0.7, 0.6 e 0.5 e 0.3 respetivamente), os atletas master apresentam menor 

%CD8+/KLRG1+ (-13.0661 ± 4.9568), %CD8+/naïve/KLRG1+ (-9.3624 ± 2.0992), 

%CD8+/CM/KLRG1+ (-7.0282 ± 3.0654) e %CD8+/EM/KLRG1+ (-12.0034 ± 5.4968) do que 

os controlos. Não foi encontrada nenhuma diferença entre atletas master e controlos na 

expressão de KLRG1 dos linfócitos T CD8+ e subpopulações senescentes (Figura 6.4).  

Os resultados que estão apresentados na Figura 6.5 mostram que a % das células T CD8+ 

senescentes é mobilizada pelo exercício e retorna ao valores pré-exercício em 1h após ofinal do 

teste, no grupo de atletas master. A % de células T CD8+ e a % das células T CD8+ SLEC, CM, 

EM senescentes é mobilizada pelo exercício no grupo de atletas master. Para todos os grupos 

celulares os valores retornam ao basal em 1h após o término do exercício. No grupo controlo, 

apenas a % de células T CD8+/CM/KLRG1+ aumentou no momento Post e os valores 

mantiveram-se elevados em comparação ao momento Pre, 1h após o término do teste. A % das 

células T CD8+ EMRA senescentes não aumenta no momento Post mas diminui em 1h para 

valores abaixo daqueles observados no momento Post e do momento Pre, no grupo de atletas 

master (P<0.05). 
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Figura 6.4: Intensidade média de fluorescência (MIF) de KLRG1 nas células T 

CD8+/naïve/KLRG1+, CD8+/CM/KLRG1+, CD8+/EM/KLRG1+ e CD8+/EMRA/KLRG1+, e dentro 

destas nas CD127+ e CD127-, antes e em resposta a um protocolo de esforço máximo para os grupos 

controlo e atletas master.  

Os valores estão apresentados como a média ± desvio padrão. A coluna A indica a MIF das células 

KLRG1+; A coluna B indica a MIF das células CD127+; A coluna C indica os resultados das células 

CD127-. Pre (antes); Post (10 min pós-exercício) e 1h (1 h pós-exercício). Controlo (N = 9); Masters (N 

= 19). 
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Figura 6.5: Resultados para a % de células T CD8+, naïve, SLEC, memória-central, memória-

efetora e efetoras-terminais que expressam o marcador de senescência KLRG1, antes e em 

resposta a um protocolo de esforço máximo para os grupos controlo e atletas master. 

Os valores estão apresentados como a média ± desvio padrão. a P<0.05 em comparação com os atletas 

master no momento Pre. b P<0.05 em comparação com os atletas master no momento Post. c P<0.05 

em comparação com os atletas master no momento 1h. * P<0.05 Post comparado com o momento Pre. 

# P<0.05 1h comparado com o momento Post. & P<0.05 1h comparado com o momento Pre. 

Abreviaturas: %CD8+/KLRG1+ = % de células T CD8+ que expressam KLRG1. SLEC: short-lived 

effector cells. Pre (antes); Post (10 min pós-exercício) e 1h (1 h pós-exercício). Controlo (N = 9); 

Masters (N = 19). 
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 A expressão do mRNA do gene CCR7 para as células T CD8+ naïve e do gene FasL 

para as células T CD8+ EMRA não foi diferente entre masters e controlos. A expressão dos 

genes também não sofreu alteração em resposta ao teste de esforço máximo (Figura 6.6). 

 

  
 
Figura 6.6. Efeito do exercício agudo sobre expressão dos genes CCR7 em células T CD8+ naïve 

(CD8+CD27+CD45RA+) e FASL em T CD8+ EMRA (CD8+CD27-CD45RA+) purificadas.  

Os dados são apresentados como média ± SD. Pre (antes), Post (10 min pós-exercício), 1h (1 h pós-

exercício). Controlo (N = 9); Masters (N = 19).  

 

 
6.4 DISCUSSÃO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treino ao longo da vida sobre a 

senescência e mobilização de linfócitos T em resposta ao exercício agudo. A hipótese do 

aumento da frequência das células T terminalmente diferenciadas no sangue após o exercício 

agudo sugere que a mobilização seletiva e morte destas células pelo exercício agudo e regular 

poderia eventualmente permitir que as células T naïve ocupassem o espaço imune vago e 

aumentassem o repertório de células T (Simpson, Cosgrove, Chee, et al., 2010). A análise desta 

teoria em atletas master é original e foi testada neste estudo. 

Os resultados indicam que a % das células T CD4+ e T CD8+ e suas subpopulações não 

são diferentes entre atletas master e controlos em todos os momentos de medida (Tabelas 6.3, 

6.4 e 6.5). A idade mostrou ter efeito negativo na % de células T CD8+ naïve e positivo na % 

de células T CD8+ SLEC. O VO2max influencia negativamente a %Total de linfócitos e 



 

 176 

positivamente a proporção de células T CD4+ naïve. Diferenças entre masters e controlos, 

sugerindo efeitos do treino ao longo da vida, foram observadas para as subpopulações de células 

T CD4+ naïve e CM senescentes e para as subpopulações de células T CD8+ naïve, CM e EM 

senescentes. Em ambos os conjuntos, a % das células EMRA senescentes não foi diferente entre 

as condições. 

Em geral, tanto em ratinhos como em humanos, há uma redução gradual do número de 

células T CD4+ e CD8+ naïve com o envelhecimento, uma consequência da diminuição da 

produção destas células pelo timo. Apesar desse decréscimo na produção tímica da puberdade 

à velhice, sabe-se que os seres humanos têm uma capacidade notável de manter números de 

linfócitos relativamente constantes ao longo de muitas décadas, através da proliferação 

homeostática de células T periféricas em adultos saudáveis (Appay & Sauce, 2014). No entanto, 

existem diferenças importantes entre as populações de células T CD4+ e CD8+. Foi 

demonstrado, em idosos, que a baixa funcionalidade do timo mostra uma produção de timócitos 

tendenciosa para as células T CD4+ (Ferrando-Martínez, Ruiz-Mateos, Hernández, et al., 2011). 

De fato, no estudo de Ferrando-Martínez todos os sujeitos com uma função tímica muito baixa, 

definida pela percentagem de timócitos duplos positivos inferiores a 10%, apresentaram rácios 

CD4/CD8 superiores a dois. Isso sugere uma desregulação da homeostasia, afetando 

principalmente o subgrupo de células T CD8+ naïve. As células T CD8+ sofrem uma grande 

expansão após a ativação e podem estabelecer um conjunto estável de células de memória 

altamente diferenciadas em repouso. Ao contrário, a capacidade das células T CD4+ expandirem 

e sobreviverem parece ser menor, de modo que a grande maioria das células T CD4+ ativadas 

pode sofrer apoptose rapidamente. Mais ainda, o conjunto total de células T CD4+ parece ter 

menos tendência para a diferenciação tardia em comparação com os linfócitos T CD8+ (Appay 

& Sauce, 2014). Observámos uma influência negativa da idade nas células T CD8+ naïve, e um 

efeito positivo do VO2max em relação as células T CD4+ naïve. Isto sugere que o efeito da idade 

é superior ao efeito do treino nas células T CD8+ naïve, enquanto indivíduos com uma melhor 

condição física, que apresentem valores mais altos de VO2max, tendem a apresentar um número 

maior de células T CD4+ naïve (Tabela 6.2).  

Os resultados mostram um efeito positivo da idade nas células T CD8+ SLEC. As células 

T CD8+ SLEC são células que ainda expressam CD45RA mas perdem a expressão de CD27 

(Figura 6.1e) e têm alta expressão de KLRG1 (Figura 6.3). Quando visualizadas por APS 

(Separador Automático de Populações) mostravam ser uma população distinta das células naïve 
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(Figura 6.1f). Classificámos estas células com base na definição encontrada na literatura para 

as células SLEC (do inglês short-lived effector cells), células efetoras de vida curta. 

Yuzefpolskiy e colegas viram que células com alta expressão de KLRG1 (KLRG1hi) 

representam a população SLEC. Além disso, parece que as células SLEC têm localização 

preferencial em locais não-linfoides, sugerindo que estas encontram continuamente antigénios 

em locais periféricos, passando assim por um processo de diferenciação terminal 

(Yuzefpolskiy, Baumann, Kalia, et al., 2014). Sugerimos que estudos futuros abordem 

metodologias para uma melhor caracterização desta população. 

Têm sido observadas alterações na expressão génica em vários genes no compartimento 

naïve das células T CD4+ e T CD8+ (Mirza et al., 2011). Neste sentido, fomos quantificar a 

expressão de mRNA de CCR7 nas células T CD8+ naïve. Os resultados não foram diferentes 

entre masters e controlos. Esta expressão também não foi modificada pelo teste de esforço 

(Figura 6.5). O CCR7 participa tanto da regulação do tráfico quanto do homing de leucócitos 

para os nódulos linfáticos (Förster, Davalos-Misslitz & Rot, 2008). As células T tornam-se 

progressivamente diferenciadas, sofrendo perda das moléculas de superfície, inicialmente o 

CD45RA sofre uma regulação negativa, seguida da perda de expressão de CCR7 e finalmente 

uma diminuição da expressão de CD28 e de CD27 (Reinke, Geissler, Taylor, et al., 2013).  

Apesar do exercício induzir leucocitose, a resposta dos principais subtipos de leucócitos 

não é uniforme. Segundo Simpson e colegas (2015) há 3 principais características que são 

compartilhadas por todos os subconjuntos de leucócitos que são preferencialmente 

redistribuídos após uma única sessão de exercício, nomeadamente: 1) as células mobilizadas 

pelo exercício tendem a ter uma função citotóxica/efetora aumentada e possuírem um fenótipo 

maduro/diferenciado; 2) estas células redistribuídas com o exercício tendem a apresentar 

fenótipos associados à migração tecidual; 3) os subtipos de leucócitos que são 

preferencialmente redistribuídos com exercício apresentam alta expressão dos recetores 

adrenérgicos (β2-ARS) e dos recetores de glucocorticoides, e são, portanto, altamente sensíveis 

às catecolaminas e ao cortisol (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015). Isto é um fator importante 

a ser considerado, uma vez que, o envelhecimento está associado a profundos declínios da 

imunidade e que os indivíduos mais velhos (> 50 anos) têm uma capacidade diminuída para 

redistribuir certos subtipos de leucócitos em resposta a uma única sessão de exercício 

(Spielmann, Bollard, Bigley, et al., 2014). Spielmann e colegas (2014) mostraram que este 
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efeito se deve a uma mobilização mais baixa de células naïve, possivelmente devido à redução 

na saída destas células do timo. 

Assim, as células T senescentes acumulam-se com a idade, reduzindo o repertório de 

células T naïve e aumentando o risco de infeção no hospedeiro. Como esta resposta é suscetível 

de ser influenciada por certos fatores de estilo de vida, examinámos a associação entre a aptidão 

aeróbia (VO2max) e a acumulação de células T senescentes relacionada com a idade. Verificámos 

que o VO2max (e a idade) não exerce efeito (interação) em nenhuma das subpopulações de células 

KLRG1+ o que contraria estudos anteriores (Spielmann, McFarlin, O’Connor, et al., 2011). Os 

linfócitos T senescentes são células que já entraram em contacto com o antigénio, que 

expressam o recetor KLRG1 e/ou CD57, que não expandem clonalmente após reestimulação 

antigénica e prevalecem no sangue de adultos mais velhos. No nosso estudo, os atletas master 

apresentaram valores de capacidade aeróbia maiores em relação aos controlos, e tinham valores 

mais baixos de subpopulações das células T CD4+ e CD8+ senescentes em comparação com os 

controlos. A exceção foi observada para as células T CD4+ e CD8+ efetoras-terminais 

senescentes. Isto sugere que repetições do exercício ao longo da vida evitam o acumular destas 

células, corroborando a teoria do espaço-imune proposta por Simpson (Simpson, 2011b). 

Portanto, postulámos que a manutenção de altos níveis de aptidão aeróbia durante o curso 

natural do envelhecimento pode ajudar a prevenir o acumular de células T senescentes, 

realçando os efeitos benéficos da manutenção de um estilo de vida fisicamente ativo no sistema 

imunológico de indivíduos adultos. Se for possível manter um número adequado de células T 

naïve, o sistema imune será mais capaz de reconhecer e responder a novos agentes patogénicos 

(Spielmann, McFarlin, O’Connor, et al., 2011).  

A teoria do espaço-imune indica que a criação do espaço-imune é feita pela mobilização 

de células senescentes ou terminalmente diferencias pelo exercício e morte por apoptose em 

decorrência dos sinais apoptóticos produzidos pelo exercício. Avaliámos um marcador de 

apoptose nas células efetoras-terminais e verificámos que a expressão génica de FasL nestas 

células não foi diferente entre os grupos e entre os momentos de medida. Fas e FasL são duas 

moléculas envolvidas na regulação da morte celular, e a sua interação leva à apoptose de 

timócitos que não conseguem rearranjar corretamente os genes do TCR e dos que reconhecem 

auto-antigénios, um processo chamado de seleção negativa.  
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Além disso, a interação Fas-FasL conduz à morte celular induzida por ativação, uma 

forma de apoptose por estimulação repetida do TCR, responsável pela deleção periférica de 

células T ativadas (Volpe, Sambucci, Battistini, et al., 2016). Uma vez que a expressão génica 

do FasL não foi diferente entre os grupos, é possível que marcadores de homing celular estejam 

envolvidos (Krüger & Mooren, 2007). Sugerimos que futuramente os investigadores façam a 

determinação de marcadores de homing celular e outros marcadores de apoptose como a 

caspase-3 e anti-apoptóticos como a Bcl-2, para refutar ou corroborar esta hipótese. Os 

resultados de um estudo similar ao nosso, mostraram que nos atletas (65-85 anos) que 

realizavam treino intenso, ocorria uma menor apoptose de células T CD45RO+ e CD45RA+ do 

que atletas com rotina de treino moderado ou pessoas não treinadas, uma vez que essas células 

apresentavam uma elevada expressão de Bcl-2 e baixa de caspase-3 (Silva, de Araújo, 

Fernandes, et al., 2016). Portanto, é necessário determinar que mecanismos são responsáveis 

pelo menor número de células senescentes em atletas master adultos e se essa resposta é 

mantida em atletas master idosos. Sugerimos que estudos futuros sejam capazes de determinar 

o comprimento de telómeros nas células T naïve e de memória, a expressão da IL-7 que é 

produzida pelo músculo esquelético e que regula a expressão da Bcl-2, o que poderia explicar 

porque os atletas estariam protegidos da apoptose espontânea das células T (Silva, de Araújo, 

Fernandes, et al., 2016).  

 

6.5 CONCLUSÃO  

 

Os resultados deste estudo parecem mostrar que atletas master possuem valores 

semelhantes de células T CD4+ e T CD8+ e suas subpopulações em comparação com indivíduos 

da mesma idade, mas não treinados.  As células T senescentes são mobilizadas pelo exercício 

agudo, mas a distribuição das diferentes populações celulares estudadas continua semelhante 

entre os grupos. A idade mostrou ter efeito negativo na subpopulação de células T CD8+ naïve 

e positivo para as células T CD8+ SLEC, enquanto o VO2max influenciou positivamente a 

proporção de células T CD4+ naïve. O treino ao longo da vida diminui a percentagem das 

subpopulações de células T CD8+ naïve, CM e EM senescentes e das células T CD4+ naïve e 

CM senescentes. Em ambas subpopulações de células T CD4+ e CD8+, a percentagem de células 

efetoras-terminais senescentes foi diferente entre os atletas master e os controlos. Isso sugere 
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que repetições do exercício ao longo da vida provocam a morte dessas células e corroboram a 

teoria do espaço-imune proposta por Simpson (Simpson, 2011b). Além disso, postulámos que 

a manutenção de altos níveis de aptidão aeróbia durante o curso natural do envelhecimento pode 

ajudar a prevenir a acumulação de células T senescentes, realçando os efeitos benéficos da 

manutenção de um estilo de vida fisicamente ativo no sistema imunológico de indivíduos 

adultos.  
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7. ESTUDO 4: RESPOSTAS DE MARCADORES FISIOLÓGICOS, 

HEMATOLÓGICOS E SALIVARES DURANTE UMA ÉPOCA DESPORTIVA EM 

ATLETAS MASTER. 
 

Resumo: 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de uma época de treino sobre 

mudanças fisiológicas, hematológicas e de marcadores salivares em atletas master.  

Métodos: nove homens e mulheres atletas master fizeram parte da amostra deste estudo. Os 

atletas foram avaliados no início (M1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do 

desporto praticado no final da época desportiva (M2). As variáveis incluídas foram o VO2max, 

variáveis antropométricas, variáveis funcionais e marcadores salivares. 

Resultados: os atletas apresentaram redução na percentagem de gordura e aumento da massa 

livre de gordura ao final da época desportiva. Os valores do VO2max foram semelhantes (valores 

relativos e absolutos) no início e no final da época desportiva. O mesmo foi observado para o 

tempo total do teste de esforço realizado e a perceção subjetiva do esforço obtida ao final da 

realização do teste. Interessantemente, os resultados obtidos para FCmax e Lacmax em M2 foram 

menores daqueles alcançados em M1 (P= 0.013 e P= 0.047, respetivamente). Não foram 

observadas diferenças nos níveis de IgA e cortisol entre os momentos M1 e M2, enquanto os 

valores para as concentrações de testosterona foram significativamente menores em M2.  

Conclusão: os resultados do presente estudo sugerem que a manutenção do treino regular ao 

longo de uma época desportiva é capaz de provocar mudanças benéficas na composição 

corporal, e efeitos positivos sobre variáveis fisiológicas, nomeadamente no decréscimo da 

FCmax e Lacmax para atingir o mesmo patamar de um teste de esforço máximo. Os atletas 

apresentam, no entanto, pequenos sinais de fadiga acumulada ao longo de uma época de treino 

e competição, tais como a diminuição dos níveis de testosterona salivar e a redução do rácio 

T/C. 

Palavras-chave: IgA; Cortisol; Testosterona; VO2max; Atletas master; Composição corporal. 
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7.1 INTRODUÇÃO  

 

O treino físico pode influenciar a função imunológica, saúde e desempenho. O exercício 

extenuante e prolongado tem sido associado a uma depressão transitória da função imune 

(Gleeson & Bishop, 2005; Gleeson, 2007) e uma programação pesada de treino e competição 

podem levar à deficiência imunológica em atletas (Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012). 

Além disso, outros fatores, incluindo estilo de vida, stresse e estado nutricional, podem 

influenciar a função imune de um atleta, e consequentemente afetando a sua performance 

(Gleeson & Bishop, 2013). A saliva contém células e compostos de origem local e não local, 

incluindo diversas hormonas esteroides, proteínas/peptídeos e hormonas não esteroides. O 

ambiente de prática desportiva e a disponibilidade dos atletas, juntamente com as características 

moleculares das hormonas na saliva e os efeitos dos exercícios físicos, confirmam a utilização 

deste fluido corporal como uma alternativa ao soro (Gatti & De Palo, 2011) para a análise 

bioquímica de marcadores de fadiga. De interesse para este estudo são as concentrações de IgA, 

cortisol e testosterona livres na saliva. A concentração salivar de IgA está associada e pode 

prever ITRS em atletas de elite (Neville, Gleeson & Folland, 2008; Trochimiak & Hübner-

Woźniak, 2012; Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012). A testosterona salivar reflete a fração 

livre da hormona esteroide bio disponível encontrada na corrente sanguínea (Hayes, Grace, 

Baker, et al., 2015). Níveis elevados de testosterona livre podem indicar um melhor ''status de 

bioatividade'' da hormona no sangue dos atletas master (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013), 

enquanto baixas doses de testosterona são indicadores de fadiga (Gatti & De Palo, 2011). O 

cortisol é uma hormona esteroide e um membro importante da família dos glucocorticoides. Ele 

é segregado a partir do córtex adrenal, através do eixo hipotálamo-pituitário-supra-renal (HPA) 

e aumenta em resposta ao stresse, incluindo o esforço físico (Papacosta & Nassis, 2011). O 

cortisol é considerado a principal hormona responsável por processos catabólicos, uma vez que 

reduz a síntese de proteínas, aumenta a degradação proteica e inibe o processo inflamatório e a 

imunidade (Hayes, Grace, Baker, et al., 2015). O monitoramento do cortisol no desporto pode 

ser usado como marcador da resposta ao esforço físico (Papacosta & Nassis, 2011). Assim, a 

avaliação do equilíbrio entre testosterona e cortisol pode oferecer um bom preditor aos 

processos metabólicos envolvidos durante o exercício. O rácio testosterona/cortisol (T/C) foi 

utilizado como indicação do balanço anabólico/catabólico (Urhausen, Gabriel & Kindermann, 

1995) e como marcador bioquímico de recuperação e sobrecarga incompletas (Banfi, Marinelli, 

Roi, et al., 1993; Vervoorn, Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992). O rácio diminui em relação 
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à intensidade e duração do exercício físico, bem como durante períodos de treino intenso ou 

competição repetitiva, e pode ser revertido por medidas regenerativas (Urhausen, Gabriel & 

Kindermann, 1995). 

As mudanças na contagem de sangue vermelho contribuem para melhorias no VO2max 

com o treino físico, evidenciado pelo fato de que os atletas treinados em resistência têm maiores 

volumes de sangue e valores VO2max do que os controles sedentários (Krip, Gledhill, Jamnik, et 

al., 1997). Enquanto isso, uma contribuição indireta no desempenho dos atletas poderia ser 

mediada pelos glóbulos brancos, o que ajuda o corpo a lutar contra a infeção (Horn, Pyne, 

Hopkins, et al., 2010). A influência do exercício regular no envelhecimento nesses parâmetros 

pode explicar como uma época desportiva afeta as respostas hematopoiéticas e imunes. Por 

isso, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de uma época de treino sobre mudanças 

fisiológicas, hematológicas e de marcadores salivares em atletas master. Para atingir este 

objetivo este estudo incluiu: 

- Quantificar a intensidade do treino e o tempo despendido em sessões de treino auto-

reportadas por atletas durante uma época desportiva; 

- Comparar os parâmetros fisiológicos e hematológicos obtidos a um protocolo de esforço 

máximo no início e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto 

praticado no final da época desportiva. 

- Determinar as concentrações salivares de IgA, testosterona e cortisol medidas em 

repouso e avaliar possíveis mudanças nestes parâmetros após uma época desportiva. 

 

7.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Nove indivíduos (homens, N = 8; mulheres, N = 1) fizeram parte da amostra deste 

estudo. Os atletas estavam envolvidos nos desportos de atletismo, natação e judo. A 

participação dos indivíduos foi voluntária, sendo proporcional e em referência a modalidade 

praticada, do número total de atletas avaliados nos estudos anteriores. Os atletas foram 

avaliados no início (M1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto 

praticado no final da época desportiva (M2) (Tabela 7.1). O tempo de duração média entre M1 

e M2 foi de 7.00 ± 0.82 meses. As características de todos os atletas em cada momento (M1 e 

M2) estão descritas na tabela 7.1. 
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Tabela 7.1. Caracterização da amostra. 

 M1 M2 

Idade (anos) 55.8 ± 9.46 56.4 ± 9.54 
Estatura (cm) 171.5 ± 5.86 171.5 ± 5.86 
Peso corporal (kg) 81.6 ± 17.67 79.89 ± 15.14 
IMC (kg.m-2) 27.6 ± 5.13 27.0 ± 4.17 

% MG (%) 26.0 ± 12.64 23.3 ± 10.22* 

MLG (kg) 59.3 ± 10.69 60.9 ± 11.05* 

Valores são Média ± desvio padrão (SD). N= 09. Abreviaturas: IMC= Índice de Massa Corporal. * P<0.05 
comparado a M1. 

As medidas antropométricas, o protocolo de teste de esforço e as recolhas de saliva e da 

amostra de sangue foram executados seguindo todos os procedimentos previamente descritos 

(Seção Materiais e Métodos). Os testes foram realizados no momento M1 e repetidos no 

momento M2. A padronização dos protocolos e das condições laboratoriais foram 

rigorosamente controladas e o máximo de esforço possível foi feito para que as duas situações 

de medida fossem as mais similares possíveis. Isto evitaria uma possível influência de 

diferentes métodos de recolha nos resultados, permitindo uma comparação segura entre os dois 

momentos.  

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando SPSS software pacote 

estatístico versão 23 para Mac (Chicago, IL, EUA). Pressupostos de homogeneidade foram 

verificados. Os efeitos agudos do exercício (Pre, Post e 1h) sobre parâmetros antropométricos, 

funcionais e hematológicos e nas concentrações salivares de IgA, cortisol e testosterona foram 

testados usando ANOVA de medidas repetidas para dados distribuídos normalmente ou pelo 

teste de Friedman para dados que não tinham distribuição normal. Efeitos significativos para 

os testes ANOVA ou Friedman foram analisados usando testes t de pares com correção de 

Bonferroni para detetar diferenças pontuais entre as medidas Pre, Post e 1h. Os efeitos da época 

de treino (M2 vs. M1) sobre as variáveis acima apontadas foram testadas usando test t de 

amostras pareadas. A significância estatística foi aceita em p <0,05. Os gráficos foram feitos 

utilizando o programa GraphPad Prism (versão 5, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 
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7.3 RESULTADOS 

A rotina de treino dos atletas master durante a época desportiva está apresentada na 

Tabela 7.2. A análise dos questionários indicou uma média aproximada de 4h de treino por 

semana (mínimo de 2 horas e máximo de 7 horas/semana). A intensidade média das sessões de 

treino foi classificada como moderada. Apenas 1 atleta (11.2% do total da amostra) reportou 

que a intensidade média realizada em sua época desportiva foi fácil. Para o restante da amostra 

44.4% reportaram realizar atividades moderadas e igualmente, 44.4% da amostra relataram 

realizar atividades intensas durante o período. Durante a época, os atletas participaram em 

média, aproximadamente, de 3 eventos competitivos (Tabela 7.2).   

Tabela 7.2. Valores médios individuais e valores médios totais referentes a horas por semana 

de treino, intensidade e número de competições para uma época de treino de 09 atletas master. 

ID Atleta Desporto Horas/semana Intensidade Competição 
01 Atletismo 4 2 2 
02 Atletismo 5 2 0 
03 Atletismo 6 3 4 
04 Natação 4 2 4 
05 Natação 3 2 3 
06 Judo 3 3 0 
07 Natação 2 1 2 
08 Atletismo 6 3 3 
09 Atletismo 7 3 3 

Média total 4,44 2,33 2,56 
SD total 1,67 0,71 1,13 
Mínimo 2 1 0 
Máximo 7 3 4 

Valores são Média ± desvio padrão (SD). N= 09. Classificação da intensidade: 1= fácil; 2= moderado; 3=intenso;
4= muito intenso. 

A Tabela 7.3 mostra os valores médios das variáveis fisiológicas obtidas pela realização 

do protocolo de esforço máximo nos momentos M1 e M2. Os valores de VO2max (valores 

relativos e absolutos) foram similares no início e no final da época desportiva. O mesmo foi 

observado para o tempo total do teste de esforço realizado no laboratório e a perceção subjetiva 

do esforço obtida ao final da realização do teste, em ambos os momentos. Interessantemente, 

os resultados obtidos para FCmax e Lacmax em M2 foram menores daqueles alcançados em M1 

(P = 0.013 e P = 0.047, respetivamente) (Tabela 7.3). 
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Tabela 7.3. Parâmetros fisiológicos em resposta ao protocolo de esforço máximo. 

M1 M2 P valor 
VO2max (L/min) 3034.0 ± 647.2 2993.3 ± 650.8 0.493 
VO2max (mL/kg/min) 38.55 ± 10.43 38.46 ± 9.09 0.922 
Tempo total de teste (min) 17.81 ± 5.50 18.00 ± 5.69 0.690 
FCmax (bpm) 164.67 ± 13.82 156.78 ± 17.00 0.013 
Lacmax (mmol) 10.11 ± 2.03 8.92 ± 5.69 0.047 
RPE 7.22 ± 2.10 7.00 ± 2.50 0.665 

Valores são Média ± desvio padrão (SD). N= 09. Abreviaturas: VO2max= Consumo máximo de oxigênio. FCmax=
frequência cardíaca máxima; Lacmax= concentração máxima de lactato no sangue; RPE: Perceção subjetiva de 
esforço.  

A Figura 7.2 mostra uma comparação da concentração salivar de IgA entre os momentos 

M1 e M2. Não foram observadas diferenças nos níveis de IgA entre as mensurações (211.00 ±

67.27 µg/mL vs. 205.2 ± 62.87 µg/mL, respetivamente; Figura 7.2).

Figura 7.2. Valores médios para IgA (µg/mL) em atletas master (n = 7) no início (M1) e na semana 

seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final da temporada (M2).  

O gráfico mostra as médias ± desvio padrão. 

A Tabela 7.4 mostra os valores médios dos parâmetros hematológicos analisados nos 

atletas master antes e após sete meses de treino regular e sistematizado. Nenhuma diferença foi 

observada para todos os parâmetros analisados no momento Pre, quando comparados os 

momentos M1 e M2. Como resposta ao esforço, todos os participantes apresentaram um 

aumento no número de leucócitos (leucocitose) em Post (contagem de leucócitos > 10.0 x 

103/µL em M1 e contagem de leucócitos > 9.0 x 103/µL, M2) em M1 e M2.
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Houve um aumento significativo (P<0.05) na contagem dos linfócitos, eritrócitos e 

plaquetas após o protocolo de exercício para ambos momentos M1 e M2. Em 1h, uma linfopenia 

foi observada, ou seja, os valores dos linfócitos apresentaram-se reduzidos em comparação com 

os valores obtidos no Pre. Os valores de hemoglobina e hematócrito aumentaram em Post, mas 

foram restabelecidos em 1h tanto em M1 e M2. Não houveram mudanças significativas para a 

contagem de granulócitos e monócitos, e para VCM, HCM, CHCM e MPV em decorrência do 

protocolo de exercício realizado nas medidas obtidas em M1 e M2 (Tabela 7.4). 

Os níveis de cortisol foram consistentes em ambos os momentos de medida (M1 = 0.185 

± 0.056 µg/dL; M2 = 0.192 ± 0.033 µg/dL; Figura 7.3).  

 
Figura 7.3. Valores médios para as concentrações de cortisol (µg/dL) em atletas master (n = 7) no 

início (M1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final 

da temporada (M2).  

O gráfico mostra as médias ± desvio padrão. 

 

Os valores para as concentrações de testosterona foram significativamente menores em 

M2 (46.34 ± 27.09 pg/mL) em comparação com o momento M1 (89.00 ± 26.07 pg/mL; P = 

0.023; Figura 7.4).  

O rácio T/C também reduziu ao final da época desportiva conforme mostra a Figura 6. 

No início da época, o rácio T/C dos atletas master era de 0.504 ± 0.154, enquanto no momento 

M2 foi aproximadamente 50% menor (0.250 ± 0.142; P=0.008; Figura 7.5). 
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Figura 7.4: Valores médios para as concentrações de testosterona (pg/mL) em atletas master (n = 

7) no início (M1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no 

final da temporada (M2).  

O gráfico mostra as médias ± desvio padrão. * P <0.05. 

  

 

Figura 7.5: Rácio testosterona/cortisol (T/C) em atletas master (n = 7) no início (M1) e na semana 

seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final da temporada (M2).  

O gráfico mostra as médias ± desvio padrão. * P <0.01. 

 

7.4 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

O Estudo 4 foi um estudo complementar, sem grupo controlo, constituído com uma 

parte da amostra do grupo de atletas, mas realizado com o propósito de determinar os efeitos 

de uma época desportiva sobre marcadores fisiológicos, hematológicos e salivares desses 
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atletas. Foram obtidas medidas no início (M1) e na semana seguinte ao principal evento 

competitivo do desporto praticado no final da temporada (M2), sendo que as cargas realizadas 

durante o período foram auto-reportadas pelos atletas master. Os principais resultados 

encontrados foram: 1) a redução da FCmax e da concentração de Lacmax após o teste de esforço 

em M2; 2) a redução nos níveis de testosterona e no rácio T/C ao final da época desportiva. 

O VO2max é fortemente e positivamente relacionado com o desempenho aeróbico em 

corredores altamente treinados de várias idades, enquanto que o envelhecimento está altamente 

associado com correspondentes declínios no VO2max (Tanaka & Seals, 2008; Betik & Hepple, 

2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013). Os principais mecanismos responsáveis pela 

redução no VO2max são diminuições no estímulo em manter o treino regular, a destacar a 

manutenção dos níveis de intensidade do exercício, duração das sessões e frequência semanal. 

Outros fatores que contribuem tanto para a redução do desempenho quanto do VO2max com a 

idade estão relacionados a fatores centrais (p.ex. débito cardíaco máximo, FCmax, volume 

máximo de ejeção) e periféricos (p.ex. diferença arteriovenosa de oxigénio) (Tanaka & Seals, 

2008). Contudo, se a diminuição do VO2max é o principal mecanismo que causa reduções 

relacionadas com a idade no desempenho aeróbico, a manutenção desta variável durante uma 

época desportiva apresentada no presente estudo tem importantes implicações para a saúde e 

rendimento desportivo destes atletas. Obviamente deve considerar-se as limitações do reduzido 

tempo da época desportiva (aproximadamente 7 meses) e do reduzido tamanho da amostra, o 

que limita expandir os resultados para atletas de todas as modalidades ou de idade mais 

avançada. O VO2max observado neste estudo é inferior ao exibido por atletas master 

dinamarqueses (Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013) e semelhante a atletas master 

escoceses (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013) e não apresentou alterações no final da época. 

Investigações prévias sugeriram que a taxa de declínio no VO2max com a idade avançada 

foi 50% menor em atletas treinados em resistência do que em adultos sedentários (Tanaka & 

Seals, 2008). Porém, alguns autores posteriormente estabeleceram que quando a diminuição é 

expressa em percentagem tendo como referência a idade adulta, a taxa de declínio no VO2max 

com a idade não é reduzida em adultos saudáveis que habitualmente realizam exercícios físicos 

(Gent & Norton, 2013). Gent e Norton (2013) realizaram um estudo transversal com o objetivo 

de avaliar as mudanças relativas em três sistemas energéticos em ciclistas master altamente 

treinados, com idades entre 35 a 64 anos (amplitude de 30 anos). Resultados obtidos por 

regressão linear mostraram que, enquanto o pico de potencia anaeróbia (W/kg) e a capacidade 



 

 191 

anaeróbia (kJ/kg) declinaram a uma taxa de aproximadamente 8% por década, a potência 

aeróbica de pico (W/kg) não mudou significativamente com a idade. Esses resultados vêm 

evidenciar a manutenção do VO2max por atletas master neste estudo independentemente do 

aumento da idade do grupo (P<0.001) e correlações negativas encontradas entre o VO2max e a 

idade (r = -.796 para M1; r = -845 para M2), pelo que esperar-se-iam valores mais baixos em 

M2, o que não foi observado. 

M1 corresponde ao início da época desportiva, onde os atletas vêm de um período mais 

prolongado de descanso (~2 meses), pelo que é necessária uma menor capacidade metabólica 

à exigência do teste de esforço. A acumulação do lactato em consequência da realização de um 

exercício poderá acontecer pelo aumento da demanda energética, esgotamento dos fosfagénios 

e pela demora do sistema oxidativo em responder as exigências do exercício (Powers & 

Howley, 2012). Nesse sentido, é conhecida a sensibilidade do lactato sanguíneo ao esforço 

muscular exigido pelo exercício. Os valores médios da lactatemia máxima (Lacmax) foram 

menores em M2 quando comparados com M1. Uma vez que os atletas deste estudo participam 

de exercícios prolongados, é provável que as reduções na concentração máxima de lactato, 

como observado em M2 em comparação com M1 (tabela 7.4), indicam um melhor uso 

energético no final da época e representam efeitos positivos do treino sobre os processos 

metabólicos (Bogdanis, 2012). Também, a FCmax revelou-se inferior no momento M2 em 

relação aos resultados deste componente obtidos pelo teste de esforço realizado no início da 

época de treino dos atletas (M1). O comportamento deste indicador vem ao encontro de 

resultados de estudos anteriores, que largamente reportaram a tendência para redução da FCmax 

em resposta ao treino aeróbico (Zavorsky, 2000). Esta redução tem sido interpretada como 

consequência do aumento do sistema parassimpático, ou seja, uma adaptação central ao esforço, 

aumentando a eficiência do funcionamento cardíaco (Zavorsky, 2000).  

Não foram observadas diferenças em nenhuma das variáveis hematológicas nas medidas 

basais feitas nos momentos M1 e M2. Como discutido no Estudo 1, alterações nestas células 

estariam relacionadas a condições inflamatórios, como por exemplo, o aumento na contagem 

de monócitos representa uma resposta inflamatória. Portanto, a manutenção ao longo da época 

desportiva destas variáveis sugere que em relação a estes marcadores nenhuma resposta 

inflamatória foi aumentada. O aumento observado na contagem de leucócitos logo após ao 

exercício já está bem documentado (Banfi, Del Fabbro, Mauri, et al., 2006; Kratz, Wood, 

Siegel, et al., 2006; Krüger & Mooren, 2014; Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015; Walsh, 
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Gleeson, Shephard, et al., 2011; Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014) e foi 

anteriormente discutida nesta tese (Capítulo 4). Os mecanismos exatos que levam à leucocitose 

ainda não estão claros, embora fortes evidências indiquem que as catecolaminas produzidas 

durante o exercício aumentam a proporção de leucócitos na circulação, ao passo que o cortisol 

pode atuar por um mecanismo que envolva um intervalo de tempo para a elevação dos 

leucócitos no compartimento vascular. Além disso, uma resposta inflamatória a uma lesão 

tecidual local também pode contribuir para a leucocitose (Traiperm, Gatterer & Burtscher, 

2013). Deve-se considerar também, que algumas medições dadas como concentração em 

relação ao volume de sangue podem ser influenciadas pelo aumento do volume plasmático. Há 

estudos que mostraram redução nos valores do hematócrito e da hemoglobina imediatamente 

após exercício de longa duração (maratona, por exemplo), sugerindo uma expansão no volume 

plasmático (Traiperm, Gatterer & Burtscher, 2013). Nos nossos resultados, os valores do 

hematócrito e da hemoglobina, após a correção para Pv, foram aumentados em Post, mostrando 

uma resposta contrária (independentemente do tempo de exercício entre os estudos). Isto quer 

dizer que, provavelmente, a maioria de discrepâncias na interpretação dos resultados em 

grandes estudos poderia ser apenas um reflexo da expansão do volume plasmático. 

As concentrações de IgA e cortisol na saliva podem ser usadas para refletir mudanças 

na função imune (Gatti & De Palo, 2011). Nos atletas, a diminuição dos níveis de IgA só é 

observada em tempos de maior intensidade de treino, tornando o atleta menos resistente a 

microrganismos patogênicos, aumentando a incidência de ITRS neste grupo (Gleeson & Walsh, 

2012; Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012). Aumentos da concentração da IgA tem sido 

observados em indivíduos idosos sedentários submetidos a um programa de treino regular 

(Akimoto, Kumai, Akama, et al., 2003; Martins, Cunha, Neves, et al., 2009). Num estudo com 

idosos sedentários (64.9 ± 8.4 anos), um programa de 12 meses de treino, com sessões semanais 

de 60 minutos de treino aeróbico e 60 minutos de treino aeróbico foi eficiente em aumentar as 

concentrações de IgA de 24.7 ± 14.4 para 33.8 ±  18.5 µg/ml (P< 0.05) (Akimoto, Kumai, 

Akama, et al., 2003). Similarmente, Martins e colegas (2009) concluiu que 16 semanas de treino 

aeróbico significativamente aumentaram a IgA em homens e mulheres idosos. Parece existir 

um papel inibidor na produção ou mobilização da IgA provocada pelo cortisol. Coexistindo 

frações de ambos na saliva postula-se que a elevação do cortisol em resposta ao exercício possa 

ser a razão da redução dos níveis de IgA salivar nesta condição. No presente estudo, não foram 

observadas mudanças nas concentrações de cortisol e IgA no decorrer da época desportiva dos 

atletas master, sugerindo que a resposta imune das mucosas foi preservada (Martins, Cunha, 
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Neves, et al., 2009). Por outro lado, também pode ser considerado que a carga de treino dos 

atletas nos momentos de coleta foi similar (Tabela 7.2), o que resultou em uma resposta 

semelhante nos níveis de cortisol e IgA avaliados na saliva. 

A testosterona tem um importante papel na regulação da massa muscular e na MLG 

(Hayes, Bickerstaff & Baker, 2010) e declina com a idade em homens e mulheres (Wu, Lin, 

Liu, et al., 2010). A deficiência de testosterona tem sido relacionada com aumentos na gordura 

visceral, diminuição da massa magra e diminuição da força muscular (Wu, Lin, Liu, et al., 

2010). Enquanto a redução na testosterona livre (salivar) no momento M2, poderia estar 

relacionada a prejuízos no ambiente anabólico dos atletas master, nenhuma alteração na 

composição corporal foi observada (Tabela 7.1). Em vez disso, os atletas master apresentaram 

redução da % de gordura e aumento da MLG em M2. Sabe-se que o cortisol pode suprimir os 

níveis de testosterona, no entanto, esta parece não ser a explicação pontual para este estudo, 

uma vez que, não foram observadas mudanças (incrementos) na concentração de cortisol ao 

fim da época (Figura 7.3). Portanto, é possível que mecanismos relacionados com a fadiga 

possam estar envolvidos na redução da testosterona observada em M2. Os atletas que muitas 

vezes treinam para induzir a fadiga muscular (por exemplo, corredores de Sprint de 400m) 

mostraram uma redução na testosterona após sessões de exercício (Słowinska-Lisowska & 

Majda, 2002). Hejazi (2012) comparou os níveis de imunoglobulina (IgA, IgM, IgG), 

testosterona e cortisol no soro em corredores de elite (18.92 ± 1.7 anos) durante a etapa geral 

de preparação e fase de competição do treino. Os corredores participaram num programa de 

treino selecionado por um período de 14 semanas com 12 sessões por semana (de manhã e à 

tarde). Os níveis de testosterona aumentaram e diminuíram respetivamente, após as fases de 

preparação e antes da competição. Os níveis de cortisol diminuíram significativamente após a 

fase de preparação, embora tenham aumentado antes da fase da competição. Por fim, os autores 

mostraram que o rácio testosterona / cortisol aumentou significativamente após a fase de 

preparação e diminuiu antes da fase de competição, o que indicaria um aumento no processo 

catabólico dos corredores antes das competições, largamente provocado pelo aumento do 

cortisol (Hejazi & Hosseini, 2012). Por outro lado, sabe-se que o treino físico pode aumentar 

os níveis de testosterona em idosos sedentários (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013), 

sugerindo que o status do exercício dos atletas master pode preservar os níveis de testosterona 

na velhice, também suportado por outros estudos (Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015). 

Fundamentalmente, isso sugere que os declínios previamente relatados na testosterona com a 

idade também podem estar relacionados com a diminuição dos níveis de atividade (Pollock, 
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Carter, Velloso, et al., 2015).  Embora não reportados na seção dos resultados, masters e 

controlos não apresentaram diferenças quanto aos níveis basais de testosterona (87.06 ± 23.23 

versus 87.81 ± 39.96, respetivamente). Isso sugere que a longo-prazo efeitos residuais da fadiga 

permanecem nos atletas, o que torna seus valores similares a de indivíduos não treinados. 

 A diminuição do rácio T/C é evidenciada pela redução da testosterona, uma vez que os 

níveis de cortisol foram mantidos, para o momento M2. Estes resultados realçam alguns aspetos 

distintos dos atletas master, nomeadamente a incapacidade de recuperação na concentração 

salivar da testosterona, ao contrário do cortisol, no final da época desportiva. Um outro aspeto 

a ser considerado é que a redução do rácio T/C foi numa proporção de ~50% do momento M2 

comparado ao momento M1. Considerando dados da literatura em que reduções no rácio T/C 

na escala de 30% podem ser indicativas de recuperação incompleta (Banfi, Marinelli, Roi, et 

al., 1993; Vervoorn, Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992), uma redução de 50% observada 

nos atletas master pode indicar uma condição fadiga acumulada.  

 

7.5 CONCLUSÃO 

 

 Em resumo, os resultados do presente estudo sugerem que a manutenção do treino 

regular ao longo de uma época desportiva é capaz de provocar mudanças benéficas na 

composição corporal, e efeitos positivos sobre variáveis funcionais, nomeadamente no 

decréscimo da FCmax e Lacmax para atingir o mesmo patamar de um teste de esforço máximo. Os 

atletas apresentam, no entanto, pequenos sinais de fadiga acumulada ao longo de uma época de 

treino e competição, tais como a diminuição dos níveis de testosterona salivar e a redução do 

rácio T/C. 
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Discussão geral 
 

Capítulo 5 
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 Finalizada a apresentação dos 4 estudos em que esta tese foi subdividida, torna-se 

necessário compreender e discutir os resultados no âmbito dos objetivos definidos no capítulo 

1. Também incluímos uma breve discussão baseada nas “implicações”, o texto informativo 

sobre as principais implicações dos resultados já publicados na literatura que foi incluído no 

final de cada subsecção da revisão de literatura no capítulo 2, com a denominação de 

Implicações. Esta discussão geral está dividida conforme os objetivos e descreve os principais 

resultados desta tese por vezes confrontados com recentes achados da literatura. Reforçamos 

um pormenor, os resultados do objetivo 5, definido como “Analisar a resposta de parâmetros 

imunitários e seu comportamento em resposta a um protocolo de esforço máximo para explicar 

que porção da variação depende da idade e/ou da aptidão funcional em atletas master e no grupo 

controlo” não estão apresentados separadamente, pois estão inseridos aos 4 objetivos anteriores.  

 

1. Diferenças na aptidão funcional, variáveis hematológicas e balanço inflamatório de 

citocinas (Objetivo 1) 

  

O efeito anti-inflamatório do exercício é uma área de debate científico atual, por isso 

investigámos os efeitos do treino ao longo da vida no VO2max, na contagem de células do sangue 

e na concentração das citocinas IL-1b, IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, com ênfase no 

balanço inflamatório (medido pelo rácio TNF-a/IL-10). Este estudo está descrito no Capítulo 

4. 

 

1.1 Atletas master tem valores superiores de VO2max em comparação com indivíduos saudáveis 

da mesma idade 

 Os resultados obtidos mostraram que os atletas master tem valores de VO2max similares 

a de adultos-jovens saudáveis, porém maiores em comparação com os participantes não 

treinados de mesma idade. A observação de que a capacidade aeróbica era mantida em atletas 

masters já tinha sido demonstrada (Mikkelsen et al., 2013; Pollock et al., 2015; Rittweger et al., 

2009; Tanaka & Seals, 2008). Por outro lado, o declínio no VO2max com o envelhecimento está 

relacionado com a perda da resistência funcional (Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 
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2009), mas sugerimos que o treino regular ao longo da vida pode reverter essa perda. Além 

disso, o estado imunológico geral dos atletas parece estar mantido, pois não observamos 

diferenças na contagem de células sanguíneas em comparação aos demais grupos avaliados no 

Estudo 1. Assim, os nossos resultados parecem confirmar a utilização dos atletas masters como 

modelo de “envelhecimento excecionalmente bem-sucedido” (Kusy & Zieliński, 2015; Tanaka 

& Seals, 2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013) sugerindo que, uma prática regular e 

sistemática de exercício ao longo da vida tem efeito benéfico sobre o processo de 

envelhecimento. 

 

1.2 Atletas master apresentam indicadores anti-inflamatórios elevados 

 De acordo com os nossos resultados, os atletas master possuem concentrações maiores 

das citocinas anti-inflamatórias IL-1ra e IL-10 em comparação com os adultos da mesma idade 

não treinados. Além disso, o treino mais que a idade mostrou regular o equilíbrio entre citocinas 

pró e anti-inflamatórias, pelo melhor equilíbrio observado na relação entre as concentrações de 

IL-1ra e IL-1b nos masters em comparação com o grupo de adultos. Se por um lado, o aumento 

da concentração de IL-1b poderia refletir um aumento da resposta inflamatória, por outro lado, 

o aumento das concentrações da IL-1ra compensa esse efeito, pela ação inibitória da IL-1ra nas 

ações pro-inflamatórias da IL-1b. De fato, o possível equilíbrio inflamatório entre as citocinas 

IL-1ra e IL-1b potencialmente atenuaria danos inflamatórios e estruturais nos atletas master. 

Além disso, a diminuição das concentrações da IL-1b e IL-8 encontradas 1h após o exercício 

no grupo de atletas master também são um indicativo de um efeito anti-inflamatório do 

exercício neste grupo. Para outras citocinas, como IL-6 e TNF-a, não foi observado efeito do 

treino ou da idade nas suas concentrações plasmáticas. Os níveis de IL-6 não foram alterados 

em resposta ao treino ou ao esforço agudo. É de conhecimento que a IL-6 pode exercer funções 

pró e anti-inflamatórias (Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras, et al., 2011). Do ponto de vista 

inflamatório, a IL-6 pode ativar cascatas de sinalização celular que levam a uma potente 

resposta inflamatória. Como ação anti-inflamatória, seu aumento transitório em função do 

exercício, parece ser responsável pela produção de mediadores anti-inflamatórios como a IL-

10, a IL-1ra e o cortisol, além da inibição da secreção de TNF-a e IL-1b, bem como da secreção 

de CRP (Sallam & Laher, 2016; Steensberg, Fischer, Keller, et al., 2003). De fato, não 

observámos diferenças nas concentrações de TNF-a, cortisol e CRP entre o grupo de masters 
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e adultos. Possivelmente, a produção regular de IL-6 pela contração do músculo esquelético em 

função do treino dos atletas master estimularia a cascata de sinalização anti-inflamatória. Os 

resultados mostraram também que o rácio TNF-a/IL-10 foi mantido no grupo de atletas master 

e adultos-jovens, enquanto que o grupo de adultos apresentou um aumento progressivo deste 

índice inflamatório em resposta ao esforço agudo. Os níveis de IL-1b no grupo de adultos 

também estavam aumentados 1h após o exercício, indicando uma resposta inflamatória aguda 

que tem efeito da idade, mas é revertida pelo treino nos atletas master.  

De relevância, está a observação de que os atletas masters mantém sua capacidade 

aeróbica e apresentam marcadores anti-inflamatórios favoráveis, semelhante ao observado em 

adultos-jovens saudáveis. A IL-10 e o rácio TNF-a/IL-10 foram as variáveis que mais sofreram 

os efeitos da idade. Assim, o treino ao longo da vida parece não ter efeitos deletérios no 

equilíbrio das citocinas pró e anti-inflamatórias. Pelo contrário, foi capaz de reverter 

parcialmente os efeitos pro-inflamatórios do envelhecimento. Portanto, a resposta das citocinas 

ao exercício regular pode ser um dos mecanismos anti-inflamatórios que podem ajudar os 

atletas a “neutralizar” o processo do envelhecimento. 

 

2. A influência do treino ao longo da vida sobre a ativação, senescência e produção de 

citocinas pelas células T regulatórias (Objetivo 2) 

 

O estudo 2, descrito no Capítulo 5, pretendia esclarecer o efeito do treino ao longo da 

vida no número e funcionalidade das Tregs do sangue periférico e explorar se atletas master 

apresentavam menor senescência destas células quando comparados com um grupo controlo 

antes e após a um teste progressivo até à exaustão. De acordo com os nossos resultados, os 

atletas master mantêm os níveis das Tregs circulantes em repouso, similares a de indivíduos 

saudáveis da mesma idade. Entretanto, a contagem absoluta das Tregs aumenta imediatamente 

pós-exercício em ambos os grupos. Funcionalmente, o grupo de atletas master parece ter 

aumentado os níveis de ativação das Tregs em comparação com o grupo controlo nas condições 

de repouso (aumento da percentagem de indivíduos que expressam FoxP3 e TGF-β e uma 

concentração plasmática mais elevada da IL-10). 
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2.1 O número das Tregs é mantido em repouso e aumenta em resposta ao esforço agudo em 

atletas master 

 Nossos resultados mostraram que o treino ao longo da vida não afeta o número das 

Tregs de atletas master em repouso. Consequentemente, atletas master podem estar protegidos 

contra doenças relacionadas com a perda da homeostasia imunológica devida ao 

envelhecimento (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014). Além disso, as Tregs produzem 

IL-10, uma das principais moléculas identificadas como responsável por sua imunomodulação. 

É possível que a elevação dos níveis de IL-10 possa também estar associada com o aumento do 

número de Tregs na circulação sanguínea, como observado em sujeitos mais jovens (Handzlik, 

Shaw, Dungey, et al., 2013). Assim, o treino teria profundo impacto sobre a manutenção de 

níveis elevados de IL-10 e consequentemente na manutenção do número das Tregs. Esses 

resultados apoiam os efeitos anti-inflamatórios do exercício no modelo proposto por Gleeson e 

colegas (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). A nível de expressão génica da IL-10, os 

valores não foram diferentes entre os grupos de atletas master e controlos. Ou seja, a capacidade 

de produção de IL-10 pelas Tregs é igual nos dois grupos.   

 

2.3 As Tregs de atletas master parecem estar mais ativadas 

 Sob nossas condições experimentais, não encontrámos diferenças na expressão do 

mRNA dos genes FoxP3, TGF-β e IL-10 nas Tregs purificadas antes e após o exercício. 

Entretanto, no grupo de atletas master, as Tregs parecem estar mais ativadas em comparação 

com o grupo controlo, pois os masters mostraram níveis ligeiramente aumentados da expressão 

génica de FoxP3, TGF-β e IL-10, associado a um maior número de casos onde se observou a 

amplificação dos genes. Publicações anteriores mostraram aumento da expressão do FoxP3 nas 

Tregs em resposta ao exercício (Yeh, Chuang, Lin, et al., 2009; Lowder, Dugger, Deshane, et 

al., 2010). As taxas de deteção do TGF-β e IL-10 em atletas master, mas não no grupo controlo, 

aumentaram em resposta ao esforço agudo. Considerando que o TGF-β desempenha um papel 

essencial na supressão da inflamação e a IL-10 tem potencial anti-inflamatório (revisados na 

seção 2.3), o aumento observado no número de casos que expressam o mRNA destas moléculas 

no grupo de atletas masters contribui para o melhor ambiente anti-inflamatório deste grupo, o 

que estaria de acordo com o aumento da concentração plasmática da IL-10 observada para os 

atletas master. A senescência das Tregs manteve-se baixa e similar entre os grupos. Embora 
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uma expressão 50% menor das Tregs KLRG1+ no grupo de atletas tenha sido observada quando 

comparada com o grupo controlo.  

Este é o primeiro estudo a mostrar que atletas master têm elevados marcadores anti-

inflamatórios e mantém o número e função das Tregs como resposta adaptativa ao exercício. 

 

3. Influência do treino sobre a redistribuição de linfócitos T senescentes e resposta a uma 

sessão máxima de exercício agudo (Objetivo 3) 

 

 Embora a mobilização de células T senescentes com o exercício tenha sido 

anteriormente descrita na literatura, uma abordagem experimental que analisou os efeitos do 

treino ao longo da vida sobre a senescência e mobilização de linfócitos T senescentes em 

resposta ao exercício agudo máximo em atletas master, ainda não tinha sido descrita. Este 

assunto assume grande relevância quando se considera o acumular de células T senescentes 

com o envelhecimento e o possível papel do exercício na remoção destas células altamente 

citotóxicas. Uma percentagem das subpopulações de linfócitos senescentes CD4+ e CD8+ é 

mobilizada com o exercício agudo. Além disso, os atletas master tinham valores mais baixos 

para as percentagens de linfócitos T, CD4+ e CD4+ naïve e EM, CD8+, CD8+ naïve, CM e EM 

senescentes do que os controlos. A influência do treino ao longo da vida sobre a senescência e 

mobilização de linfócitos T senescentes em resposta ao exercício agudo máximo em atletas 

master foi objeto de estudo descrito no Capítulo 6.  

 

3.1 Linfócitos T senescentes são mobilizados pelo exercício em atletas master 

Nossos resultados mostraram que a % das células T CD4+ e CD8+ naïve, CM, EM e 

EMRA senescentes aumentou em resposta ao minuto de medida, sugerindo que o exercício 

mobiliza estas populações; resultados que corroboram os estudos anteriores quanto à 

mobilização de células senescentes pelo exercício (Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 

2007; Simpson, Cosgrove, Ingram, et al., 2008; Simpson & Guy, 2010; Simpson, 2011b). Os 
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mecanismos da mobilização de células T senescentes pelo exercício físico foram previamente 

descritos e são detalhados no capítulo 2, seção 2.4.  

Nosso objetivo principal era saber se os pressupostos da teoria do “espaço-imune” 

(Simpson, 2011b) poderiam ser observados em atletas master. De fato, foi possível confirmar 

a hipótese da mobilização de linfócitos T senescentes com o exercício. Estudos anteriores 

mostraram que os linfócitos mobilizados eram predominantemente subpopulações citotóxicas, 

células altamente pró-inflamatórias e que o seu acumular no sangue e nos tecidos poderia 

contribuir para um certo número de patologias associadas com a inflamação (Campbell et al., 

2009). Por outro lado, mecanismos de apoptose induzidos pelo exercício provocariam a morte 

do excesso dessas células aumentando o “espaço vago” disponível para as células T naïve, o 

que seria potencialmente benéfico (Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 2007; Simpson, 

Cosgrove, Ingram, et al., 2008; Simpson, Cosgrove, Chee, et al., 2010).  

Nossos resultados mostraram que a expressão génica do marcador de apoptose FasL nas 

células T CD8+ efetoras não foi diferente entre condições ou tempo de medida (Pre, Post e 1h). 

O aumento da expressão de FasL pelas células T CD8+ efetoras poderia induzir a morte 

programada destas células, favorecendo a criação do espaço imune (vago). Neste sentido, os 

nossos resultados não parecem confirmar a apoptose das células T CD8+ efetoras subsequente 

à sua mobilização. No entanto, é de referir que o aumento das células senescentes em resposta 

ao minuto de medida, não foi um comportamento linear, apresentando uma tendência para a 

diminuição destas células 1 hora após o esforço. Se não podemos atribuir esta ligeira redução à 

apoptose, é possível que, o homing destas células para os tecidos periféricos seja o mecanismo 

alternativo mais evidente (Krüger & Mooren, 2007, Campbell et al., 2009). Além disso, a 

expressão génica de FasL foi determinada no número total de células CD8+ efetoras, portanto, 

não sabemos se existiriam diferenças na expressão deste marcador de apoptose numa população 

separada de células senescentes. Sugerimos que futuramente sejam determinados marcadores 

de homing celular para refutar ou corroborar esta hipótese. Outros marcadores de apoptose e a 

determinação da sua expressão génica nas células de memória e senescentes também precisa de 

ser realizada. 
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3.2 Atletas master tem menor percentagem de linfócitos T senescentes 

Atletas master, mostraram valores mais baixos para a % de células T, células T CD4+ 

naïve e EM, CD8+, células T CD8+ naïve, CM e EM senescentes do que os controlos. O grupo 

de RJ Simpson mostrou que a aptidão aeróbia era associada com uma baixa proporção de 

células T senescentes e uma alta proporção de células naïve (Spielmann, McFarlin, O’Connor, 

et al., 2011). Consequentemente, o exercício teria benefícios preventivos contra a 

imunosenescência celular associada ao envelhecimento e fomos verificar se a prática regular e 

longa (mais de 20 anos) de exercício potencializaria ou não esses benefícios. Em primeiro lugar, 

sendo a proporção de células T senescentes aumentada em cerca de 10% por década de vida 

com o avanço da idade em pessoas saudáveis / assintomáticos, verificámos que níveis elevados 

de aptidão física e exercício regular impediam o acumular de células T senescentes. Em 

segundo lugar, os níveis de atividade e aptidão física são os principais fatores moderadores na 

relação idade-imunosenescência e são preditores independentes da ''idade imunológica'', 

portanto a menor percentagem de células senescentes nos atletas sugere um sistema imune mais 

jovem neste grupo. Em terceiro lugar, o valor terapêutico do exercício em melhorar a 

imunocompetência da população em envelhecimento assintomático e imunocomprometidos 

clinicamente é potencialmente imenso (Hong, 2011), confirmado pela ausência de doenças 

crónicas e ITRS reportadas pelos atletas master. Assim, o nosso estudo mostrou que os atletas 

master têm valores maiores de capacidade aeróbia e percentagens mais baixas de células 

senescentes, nomeadamente nas subpopulações dos linfócitos T CD4 e CD8 em comparação 

com adultos saudáveis, porém não treinados. Isto sugere que a repetição do exercício ao longo 

da vida mobiliza e provoca a morte destas células senescentes, corroborando a teoria do espaço-

imune proposta por Simpson (Simpson, 2011b). 

 Uma vez que, o histórico de infeção pode ser um dos principais fatores de confusão nas 

diferenças relacionadas com a idade na resposta imune ao exercício (Spielmann, Bollard, 

Bigley, et al., 2014), testámos esta hipótese através da verificação da presença da infeção viral 

por CMV na nossa amostra. Entretanto, apenas 3 indivíduos não eram portadores do vírus o 

que impossibilitou comparar os resultados de indivíduos infetados e não infetados. Estudos 

anteriores (Spielmann, Bollard, Bigley, et al., 2014; Turner, Aldred, Witard, et al., 2010) 

mostraram que células T CD8+ e células T γδ de indivíduos infetados eram redistribuídas em 

números relativamente maiores.  
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Um estudo recente, sugeriu que a capacidade do hospedeiro para controlar o CMV (ou 

seja, mantendo o CMV em estado latente) pode conectar aparentes efeitos bidirecionais do 

volume de exercício sobre a imunidade do hospedeiro e risco de infeção, ou seja, um novo 

paradigma em que as respostas imunes ao exercício agudo e crónico podem ser governadas pelo 

histórico de infeção do hospedeiro (Simpson, Bigley, Spielmann, et al., 2016), ou seja, o 

exercício pode prevenir o número de a reativação de infeções virais latentes e com isso reduzir 

o número de células senescentes. Esta é uma hipótese que precisa ser testada, pois pode explicar 

porque os atletas master tiveram valores mais baixos de células senescentes. 

 

3.3 O VO2max é associado positivamente com a proporção de células T CD4+ naïve 

Uma correlação positiva entre o VO2max e a proporção de células T CD4+ naïve e uma 

associação negativa entre o VO2max e a percentagem total de linfócitos foi observada.  

Um estudo com atletas jovens (20.7 anos) mostrou que os níveis circulantes de TREC 

foram reduzidos nos atletas em comparação com os controlos, assemelhando-se ao 

envelhecimento prematuro das células T. Além disso, os atletas jovens tinham uma redução no 

número absoluto de células T naïve, particularmente em células T CD4+, com aumento das 

células de memória. Portanto, uma vez que a produção tímica de células T declina naturalmente 

com a idade, estes resultados levantaram a preocupação de que prolongar o exercício de alta 

intensidade na quarta década de vida poderia ter consequências deletérias para a saúde dos 

atletas (Prieto-Hinojosa, Knight, Compton, et al., 2014). Nossos resultados contrariam este 

pressuposto, pois observámos uma relação positiva entre o VO2max e as células T CD4+ naïve. 

Nossos resultados são corroborados por um outro estudo, onde a participação frequente em 

exercícios de alto volume ao longo da vida foi associada a uma resposta imunitária adaptativa 

mais diferenciada (Moro-García, Fernández-García, Echeverría, et al., 2014). Ao estudar 

jovens e atletas idosos, estratificados pela infeção por CMV, Moro-García e colegas mostraram 

que a participação frequente em exercícios de alto volume ao longo da vida está associada a 

mudanças fenotípicas e funcionais na resposta imune adaptativa com alto grau de diferenciação 

e com menor responsividade funcional. Essas diferenças são mais pronunciadas em jovens com 

níveis prolongados de atividade física, mas parecem ser reduzidas à medida que o 

envelhecimento fisiológico ocorre. Isso também sugere que podem haver mecanismos 
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compensatórios que ajudam a manter a saúde imunológica dos atletas (Moro-García, 

Fernández-García, Echeverría, et al., 2014).  

A baixa funcionalidade do timo em idosos mostra uma produção tendenciosa para as 

células T CD4+, aumentando o rácio CD4/CD8. Isto também interfere na desregulação da 

homeostasia, afetando principalmente o subgrupo de células T CD8+ naïve. Encontrámos uma 

influência negativa da idade nas células T CD8+ naïve que pode estar relacionada a esta 

hipótese. Porém, não encontrámos diferenças na % de células T CD8+ naïve entre os atletas 

master e o grupo controlo, sugerimos que isso possa ser decorrente de uma resposta ao treino, 

que neste caso reverteria o impacto da idade.  Além disso, a expressão de CCR7 nas células 

CD8 naïve foi similar entre masters e controlos.  

Assim, sugerimos que a manutenção de altos níveis de aptidão aeróbica durante o curso 

natural do envelhecimento pode ajudar a prevenir o acumular de células T senescentes e, ao 

mesmo tempo, manter um número suficiente de células T naïve capazes de reconhecer e 

responder a novos antigénios. 

 

4. Alterações no número de células do sangue periférico e marcadores da imunidade das 
mucosas em função das cargas de treino e ao longo de uma época desportiva. Objetivo 4 

 

O objetivo do estudo 4 foi investigar os efeitos de uma época de treino sobre marcadores 

fisiológicos, hematológicos e salivares em atletas master. 

Nossos resultados mostraram que os atletas master mantém constantes as cargas e 

volume de treino ao longo da época desportiva. Os atletas reduziram a percentagem de gordura 

corporal, aumentaram a massa livre de gordura e mantiveram os valores de VO2max do início ao 

final da época de treino. Interessantemente, os resultados obtidos para FCmax e Lacmax no teste 

de esforço realizado no final da época foram menores do que os alcançados no teste realizado 

no início. Estes dados sugerem que a manutenção do treino regular ao longo de uma época 

desportiva é capaz de provocar mudanças benéficas na composição corporal, e efeitos positivos 

sobre variáveis funcionais, nomeadamente no decréscimo da FCmax e do Lacmax necessários para 

atingir o mesmo patamar de um teste de esforço máximo. 
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Os atletas master demonstraram não estar imunocomprometidos quando avaliados pela 

concentração de IgA, e a época de treino não teve influência nesta variável. O mesmo aconteceu 

para a concentração de cortisol salivar. Entretanto, foi observada uma redução dos níveis de 

testosterona salivar ao longo da época. Tendo em conta a relação desta hormona com os níveis 

de fadiga (Vervoorn, Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992; Vervoorn, Quist, Vermulst, et al., 

1991), a acumulação de fadiga ao longo dos meses de treino e competição pode explicar a queda 

nos níveis de testosterona salivar. É importante referir que no início da época desportiva os 

atletas não apresentavam valores de testosterona diferentes do grupo controlo, possivelmente 

porque períodos de recuperação maior (época de férias) fazem com que os valores de 

testosterona sejam restaurados. Este resultado é corroborado pela correlação positiva observada 

entre os níveis de testosterona e o VO2max, sugerindo que o aumento da capacidade aeróbia está 

relacionado com alta concentração de testosterona. Estes resultados indicam que o exercício ao 

longo da vida parece estar associado a uma favorável composição corporal também observado 

por outros investigadores (Hayes et al., 2013). Sugerimos que próximos estudos avaliem atletas 

master com idade mais avançada para saber se estas adaptações são mantidas. 
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Conclusão 
 

Capítulo 6 
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Em conclusão, verificou-se que os atletas master apresentaram menor % das células T 

CD4+ naïve e de memória central e das células T CD8+ naïve, memória-central e memória-

efetora senescentes. As diferenças não foram relevantes para as células T CD4+ e CD8+ efetoras 

senescentes. As populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ senescentes e as suas subpopulações 

são mobilizadas em resposta ao exercício agudo, corroborando em parte a teoria do espaço 

imune proposta pelo grupo de Simpson. Parece que o treino ao longo da vida, mais que o efeito 

agudo do exercício provoca a morte destas células, considerando que a expressão do gene FasL 

foi similar entre atletas master e controlos e não sofreu efeito do exercício agudo. 

Do ponto de vista inflamatório, indicadores como o rácio TNF-a/IL-10, estão a níveis 

comparáveis entre os atletas master e indivíduos saudáveis mais jovens (~20 anos). O número 

e a função das Tregs são mantidos nos atletas máster. Entretanto, a idade exerce um efeito um 

pouco maior nas concentrações de IL-10, que é revertida em parte pelo treino regular. Embora 

as concentrações de IL-1b estejam aumentadas nos atletas, a concentração de IL-1ra também é 

maior, sugerindo uma tendência dos atletas master para a manutenção de um nível favorável 

dos marcadores que determinam a inflamação sistémica de baixo grau e do equilíbrio pró e anti-

inflamatório destas citocinas.  

Os atletas master demonstraram não estar imunocomprometidos quando avaliados pelas 

concentrações iniciais de IgA e a época de treino não influenciou nesta variável. O mesmo 

aconteceu para a concentração de cortisol salivar. Foi observada uma redução dos níveis de 

testosterona salivar ao longo da época, possivelmente decorrente de fadiga residual.  

Assim, a manutenção de altos níveis de aptidão aeróbica durante o curso natural do 

envelhecimento pode ajudar a prevenir o acumular de células T senescentes, tornando o sistema 

imunitário de atletas master mais jovem. Atletas master são, portanto, um modelo de 

envelhecimento excecionalmente bem-sucedido. 

 

 

9.1 LIMITAÇÕES  

 

Nosso estudo teve algumas limitações. A principal limitação deste estudo foi o pequeno 

tamanho da amostra, devido à dificuldade em encontrar atletas com as características de treino 
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necessárias para este estudo. O mesmo ocorreu para o grupo controlo, uma vez que esses 

indivíduos tiveram que ter as características sociais, físicas e de saúde combinadas com as dos 

atletas. O questionário utilizado para determinar as características do treino baseava-se na 

recordação das atividades realizadas pelos participantes. É difícil estabelecer o histórico de 

treino após um período médio de 24.6 ± 1.83 anos de formação. Os atletas master que 

participaram deste estudo competiram em diferentes esportes, o que nos levou a projetar um 

protocolo de exercício padronizado para todos eles para minimizar as diferenças devido à 

especificidade do treino. Este fato poderia contribuir para variâncias no tempo de teste e VO2max 

entre os atletas master devido ao status de pré-condicionamento diferente. Todas as 

comparações baseline foram transversais, e não temos dados sobre o desempenho de vinte anos 

atrás desses atletas antes de começar suas competições. Nossa intenção foi analisar uma visão 

geral do treino ao longo da vida fornecendo dados das atividades físicas passadas e atuais dos 

participantes. Como as adaptações específicas do treino estão relacionadas com a natureza 

(aeróbico, força, equilíbrio), intensidade e duração do treino (Chodzko-Zajko et al., 2009), 

sugere-se uma interpretação cautelosa dos resultados obtidos nesta tese. 

 

9.2 SUGESTÕES PARA ESTUDOS FUTUROS  

 

Para corroborar ou refutar a tendência do aumento das proporções de Tregs naïve nos 

atletas master com a idade, sugerimos que novos estudos sejam realizados incluindo um número 

maior de participantes e com faixas etárias mais amplas. Sugerimos também que em estudos 

futuros se faça o cultivo das Tregs com estimulação para a produção de IL-10 in vitro. Assim, 

poderemos saber se o alto nível de IL-10 observado nos atletas master está associado a uma 

maior capacidade de produzir IL-10 pelas Tregs. É necessário determinar quais mecanismos 

são responsáveis pelo menor número de células senescentes em atletas master adultos e se essa 

resposta é mantida em atletas master idosos. Sugerimos que estudos futuros sejam capazes de 

determinar o comprimento dos telómeros nas células T naïve e de memória e que sejam 

determinados marcadores de homing celular bem como outros marcadores de apoptose. E 

finalmente, explorar os mecanismos pelos quais o ambiente anti-inflamatório dos atletas é 

melhor. 
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 Anexo 1 – Questionário de saúde 

NÚMERO: _________________ NOME: ________________________________________  
Data: _____________ Hora: ______________ Idade:____________ Fumador: ¨ Sim  ¨ Não 
 
1. Sofre atualmente de alguma doença? 
 ¨ Sim  ¨ Não 
Se sim apresente detalhes: __________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________. 
 
2. Toma atualmente algum medicamento? 
 ¨ Sim  ¨ Não 
Se sim apresente detalhes: __________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________. 
 
3. Toma atualmente algum suplemento? 
 ¨ Sim  ¨ Não 
Se sim apresente detalhes: __________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________. 
 
4. Descreva os alimentos consumidos nas últimas 24h 
 

Refeições Alimentos (incluindo bebidas) Porções (i.e.: copos, colheres de sopa, 
chávena, etc) 

Pequeno Almoço   
  
  

Reforço   
  

Almoço   
  
  
  
  

Lanche   
  
  

Jantar   
  
  
  
  

Ceia   
  
  

 
5. Apresente qualquer informação adicional sobre sua saúde que julgue relevante durante o período que participou 
do estudo: 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________
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RESUMO 
O objectivo deste estudo foi avaliar a hipótese que o exercício físico induz aumentos na mobilização de 

células T senescentes. Foi realizado um levantamento sistematizado de estudos empíricos indexados nas 

bases de dados PUBMED e ScienceDirect, utilizando as palavras-chave: “exercise”, “exercise-induced 

mobilization of T lymphocytes”, “exercise-induced mobilization of CD8”, “immune space”, “senescent 

T-cell mobilization”, “naive T-cell repertoire”, “senescent T-cell repertoire”. Foram encontrados 442 es-

tudos (PUBMED = 99 estudos; ScienceDirect = 343 estudos), sendo que seis preencheram todos os 

critérios definidos para inclusão na meta-análise. Os estudos que cumpriram os critérios de inclusão 

foram avaliados quanto a qualidade metodológica com a escala de PEDro e analisados utilizando o soft-

ware Comprehensive Meta-analysis. Foram calculados a diferença entre os erros padrão da média (Std 

diff in means), o intervalo de confiança (95% CI), e os scores Z e P (Z-value e P-value). O exercício físico 

aumentou a mobilização de células T senescentes para o sangue periférico, quando comparados os valo-

res agudos obtidos logo após o término do exercício com os valores pré-exercício. É possível que esta 

mobilização preferencial leve a indução da apoptose destas células criando espaço para a produção de 

células T virgens. 

Palavras-chaves: Exercício, Células T senescentes, Imunosenescência, Espaço imune 

 

 

 

 

ABSTRACT 
The purpose of this study was to evaluate the hypothesis of increased mobilization of senescent T cells 

to the peripheral blood induced by exercise. The systematic survey of indexed empirical studies was 

conducted in PubMed and ScienceDirect databases using the keywords: “exercise”, “exercise-induced 

mobilization of T lymphocytes”, “exercise-induced mobilization of CD8”, “immune space”, “senescent 

T-cell mobilization”, “naive T-cell repertoire”, “senescent T-cell repertoire”. The main criterion was the 

mobilization of senescent T lymphocytes after exercise. After search, 442 studies (PUBMED = 99 stud-

ies; ScienceDirect = 343 studies) were found and six met all the criteria for inclusion in the meta- anal-

ysis. The studies that met the inclusion criteria were assessed for methodological quality with the PEDro 

scale. Data were analyzed using Comprehensive Meta-analysis software. The difference between the 

standard errors of the mean (Std diff in means), the confidence interval (95 % CI), and P and Z scores 

(Z-value and P-value) were calculated. In conclusion, acute exercise mobilizes a population of CD8+ T-

cells exhibiting a senescent phenotype into the peripheral blood compartment. It is possible that this 

mobilization induces apoptosis of these cells and create a vacant space for the production of naive T 

cells. 

Keywords: Exercise, senescent T cells, immunosenescence, immune space 
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INTRODUÇÃO 

Teorias sobre o mecanismo do envelheci-

mento humano foram propostas, inúmeras ve-

zes, ao longo dos últimos 2000 anos e ainda não 

temos uma explicação geralmente aceite e com-

provada sobre este fenómeno universal da vida. 

Isto porque o envelhecimento consiste em vá-

rios eventos com uma variedade de causas, 

sendo que ninguém foi capaz de apontar uma 

causa predominante (Burzynski, 2003). Deter-

minar até que ponto os fatores genéticos e o es-

tilo de vida influenciam os declínios funcionais 

associados à idade e à magnitude das respostas 

adaptativas ao exercício (ou seja, treinabilidade) 

em populações mais jovens e mais idosas, é uma 

área de investigação ativa (Chodzko-Zajko et 

al., 2009). 

Se o tempo de vida do ser humano aumenta, 

existe uma tendência a ocorrer, de modo conco-

mitante, um aumento da carga de morbidade da 

população, levando a uma maior prevalência de 

doenças infeciosas e malignas relacionadas com 

a idade. A resistência de um organismo à doença 

e à infeção é comprometida com a idade devido 

ao aparecimento de declínios inevitáveis no fun-

cionamento normal do sistema imune (Simpson 

et al., 2012). Durante o envelhecimento, em 

particular, a capacidade para combater infeções 

está diminuída pelo sistema imune, tal como 

evidenciado pelo aumento do número de infe-

ções com sintomas mais graves, de duração pro-

longada e pior diagnóstico. Além disso, a reati-

vação de infeções crónicas ocorre numa fre-

quência maior em humanos e ratos idosos. Es-

tas disfunções sugerem alterações em todos os 

componentes do sistema imune, mas as altera-

ções mais consistentes e significativas são vistas 

no compartimento dos linfócitos T (Lages et al., 

2008). 

O braço adaptativo do sistema imune (isto é, 

células T, células B e seus produtos) parece di-

minuir mais com o aumento da idade e as alte-

rações relacionadas com a idade no interior do 

compartimento das células T (isto é, a razão 

CD4/CD8 invertida, baixas respostas prolifera-

tivas, o aumento das células de memória e baixa 

síntese de IL-2) são características marcantes do 

Perfil de Risco Imune - uma mistura de biomar-

cadores imunes que foram utilizados para pre-

ver morbidade e mortalidade em idosos (Pawe-

lec, 2006). 

A expansão clonal de células T, em resposta 

a um estímulo antigénico é um processo funda-

mental da imunidade adaptativa, permitindo a 

identificação de antigénios específicos de célu-

las T efetoras para combater os patogénios inva-

sores. No entanto, esta expansão clonal não é 

infinita, e após ciclos repetidos e excessivos de 

divisão celular, as células T sofrem paragem do 

ciclo celular e tornam-se senescentes. Neste es-

tado, as células T não serão mais expandidas 

clonalmente sob futura estimulação antigénica, 

mas ainda mantém as propriedades de células 

efetoras (por exemplo, reconhecer e matar as cé-

lulas infetadas por vírus) e ainda são capazes de 

produzir grandes quantidades de citocinas pró-

inflamatórias, tais como TNF-, IFN-, TNF- 

(Spielmann et al., 2011). Nomeadamente, a es-

timulação antigénica faz com que células T pro-

liferem (sofrem expansão clonal via divisão ce-

lular) e se diferenciem em células T efetoras que 

desempenham funções especializadas, tais 

como a secreção de citocinas, reconhecimento e 

morte de células alvo, e a ativação de macrófa-

gos e células B produtoras de anticorpos. A ex-

posição antigénica repetida (isto é, ao longo da 

vida) aumenta a frequência de células T senes-

centes no sangue e tecidos. O aparecimento de 

células T senescentes ocorre devido ao excesso 

de expansões clonais que ocorrem como parte 

de uma resposta imune normal à reativação viral 

ou à invasão do organismo ao longo da vida. 

Isso, juntamente com uma redução de células T 

naive recém-funcionais saindo do timo atrofi-

ado, contribui para a diminuição do repertório 

de células T naive (isto é, reduzido espaço 

imune).  

Assim, a exposição repetida a estímulos an-

tigénicos de crescimento durante todo o tempo 

de vida (ou seja, reativação de infeções virais la-

tentes) leva a mais “rounds” de divisão celular 

e senescência prematura. Na medida em que es-

sas células T senescentes ainda retêm funções 

imediatas das células efetoras (ou seja, morte de 
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células infetadas por vírus), e são altamente 

pró-inflamatórias, o seu acúmulo no sangue e 

nos tecidos pode também contribuir para um 

certo número de patologias associadas com a in-

flamação (Simpson & Guy, 2010).  

Linfócitos T senescentes são células experi-

entes em antigénio que expressam KLRG1 e/ou 

CD57 na superfície celular (Simpson et al., 

2008). A expressão de KLRG1, como marcador 

de senescência replicativa, é dependente do nú-

mero de divisões celulares seguindo a estimula-

ção antigénica. Células T CD8
+

 expressando 

KLRG1 são células experientes em antigénios 

com uma capacidade diminuída para proliferar, 

mas ainda mantendo capacidades efetoras ime-

diatas, tais como o reconhecimento e morte de 

células-alvo (Simpson et al., 2008). Linfócitos T 

CD8
+

 com alta expressão de CD57 tem uma re-

duzida habilidade de proliferar, citotoxicidade 

aumentada, produzem menos IL-2 mas mais 

IFN-, e tem características indicativas de senes-

cência replicativa, incluindo telômeros encurta-

dos e aumento da expressão de KLRG1. Essas 

mesmas populações celulares falham em ex-

pressar CD28, uma importante molécula co-es-

timuladora para a ativação e proliferação de lin-

fócitos T naive após um encontro antigénico.  

Os efeitos benéficos do exercício podem vir 

tanto de perspetivas de prevenção e / ou rejuve-

nescimento (Simpson & Guy, 2010). Em pri-

meiro lugar, a partir do ponto de vista da pre-

venção, o exercício pode provocar efeitos secun-

dários sobre o sistema imune, devido às suas 

bem conhecidas propriedades redutoras de es-

tresse, limitando assim o potencial de reativação 

viral latente induzida por estresse e erosão dos 

telómeros. Em segundo lugar, a partir do ponto 

de vista do tratamento/rejuvenescimento, o 

exercício regular pode levar à destruição do ex-

cesso de clones virais específicos de células T 

por meio de apoptose, libertando o ''espaço imu-

ne'' para ser ocupado pelas células T naive e ex-

pandindo o repertório antigénico de células T 

(Simpson, 2011). Para que este processo acon-

teça, Simpson and Guy (2010) propõem a exis-

tência de três fases distintas que devem ocorrer: 

1) uma mobilização seletiva de células T senes-

centes dos tecidos periféricos para o comparti-

mento do sangue durante o exercício; 2) extra-

vasamento de células T senescentes da circula-

ção e sua posterior apoptose nos tecidos perifé-

ricos durante a recuperação do exercício; 3) ge-

ração subsequente de células T naive para subs-

tituir as células T senescentes deletadas. Deta-

lhadamente, o exercício agudo provoca a mobi-

lização preferencial de células T altamente dife-

renciadas e senescentes dos tecidos periféricos 

para o compartimento do sangue (linfocitose), 

sob a influência de catecolaminas.  

Por outro lado, o exercício aumenta a produ-

ção de espécies reativas de oxigénio (ROS), gli-

cocorticóides, e citocinas pró-inflamatórias, ex-

pondo assim as células T senescentes a um meio 

de estímulos pró-apoptóticos. Recetores de su-

perfície celular de morte (FAS / FAS ligante 

(FasL)) são “up-regulados” em células T senes-

centes, que também estão sujeitos a danos oxi-

dativos de ADN no sangue. Estas células sus-

cetíveis à apoptose, juntamente com células T 

naive e de memória danificadas, saem do com-

partimento sanguíneo durante a fase de recupe-

ração do exercício (linfocitopenia) e migram 

para tecidos específicos. Uma parte destas célu-

las T senescentes subsequentemente sofrem 

apoptose nos tecidos periféricos, criando assim 

espaço vago. Por conseguinte, a redução no nú-

mero de células T conduz a um feedback posi-

tivo, aumentando a saída de células T naive do 

timo ou de locais de desenvolvimento de células 

T extra timo (isto é, fígado, intestinos). Estas 

células T recém-geradas preenchem o espaço 

vago e contribuem para um repertório expan-

dido de células T naive. Repetições deste pro-

cesso em resposta ao exercício habitual redu-

zem o número de células T senescentes ao longo 

do tempo, diminuindo o risco de infeção e au-

mentando a longevidade saudável (Simpson & 

Guy, 2010).  

No presente estudo realizamos uma pes-

quisa bibliográfica com o objetivo de avaliar a 

hipótese que o exercício físico induz aumentos 

na mobilização de células T senescentes. 
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MÉTODO 

O levantamento bibliográfico sistematizado 

de estudos empíricos foi realizado nas bases de 

dados PUBMED e Science Direct, sendo o perí-

odo selecionado para a busca o compreendido 

entre Janeiro de 2000 e Dezembro de 2012. Para 

a realização da busca on-line utilizaram-se os se-

guintes termos de busca ou descritores: exer-

cise, exercise-induced mobilization of T 

lymphocytes, exercise-induced mobilization of 

CD8, immune space, senescent T-cell mobiliza-

tion, naive T-cell repertoire, senescent T-cell re-

pertoire. 

 

Critérios de inclusão e exclusão na revisão 

Na presente meta-análise foram incluídos 

apenas estudos publicados em língua inglesa. A 

pesquisa foi limitada a artigos de revistas cien-

tíficas, não tendo sido consideradas teses e ou-

tras dissertações, capítulos de livros e estudos 

não publicados. A base de dados analisada tam-

bém não incluiu artigos de revisão e estudos pu-

blicados antes do ano 2000.  

O principal critério de inclusão foi a mobili-

zação de linfócitos T senescentes após o exercí-

cio.  

O interesse desta meta-análise era obter in-

formações quanto aos efeitos agudos do exercí-

cio, pelo que foram excluídos os resultados de 

estudos com intervenções de suplementação 

e/ou treino, sendo apenas considerados os re-

sultados dos efeitos agudos apresentados pelos 

diferentes estudos. Quando diferentes intensi-

dades de exercício foram avaliadas, apenas foi 

incluída para efeito de análise, o valor de inten-

sidade mais elevado. Quando diferentes faixas 

etárias foram consideradas, foram apenas inclu-

ídos os resultados referentes a indivíduos até 40 

anos de idade. Não foi objetivo do estudo consi-

derar a intensidade e a idade como variáveis mo-

deradoras, podendo tal ser equacionado em fu-

turos estudos.  

Foram considerados apenas os linfócitos T 

CD8
+

 senescentes. Para determinar a senescên-

cia foram aceites os marcadores: KLRG1
+

, 

CD57
+

, KLRG1
+

/CD57
+

, KLRG1
+

/CD28
-

. 

No presente estudo foram encontrados 442 

artigos em duas bases de dados: PUBMED (99 

estudos) e Science Direct (343 estudos). Após a 

identificação dos critérios de interesse através 

da leitura criteriosa dos respetivos resumos, fo-

ram selecionados um total de 69 estudos. Des-

tes, seis preencheram todos os critérios defini-

dos para inclusão na meta-análise. Os demais 

estudos (63) foram excluídos por: i) estarem re-

petidos nas diferentes base de dados e nos cri-

térios de busca (n = 50), ii) serem artigos de 

revisão (n = 02), iii) não apresentarem resulta-

dos estatísticos que possibilitassem a análise do 

estudo ou iv) por não contemplarem os critérios 

de inclusão nomeados anteriormente (marcado-

res de senescência, por exemplo) (n = 11). 

 

Análise Estatística 

Depois de concluída a seleção dos estudos, 

os dados foram inseridos e projetados em gráfi-

cos do tipo forest plots e funnel plot com o au-

xílio de um software informático específico, o 

Comprehensive Meta-Analysis, version 2.0 

copyright 2006. 

Os dados foram classificados como sendo 

contínuos, tendo sido extraídos os valores de 

média e de erro padrão da média bem como o 

número total de indivíduos pertencentes a cada 

um dos estudos selecionados. 

Para medir o tamanho do efeito (effect size) 

foi utilizado um intervalo de confiança (CI) de 

95%. Os resultados foram inseridos e apresen-

tados de forma a avaliar também a heterogenei-

dade (Chi
2

 e p<0,05) e a inconsistência (I
2

) para 

cada conjunto de dados (Higgins, Thompson, 

Deeks, & Altman, 2003). 

Para a seleção dos estudos, observou-se cui-

dadosamente possíveis vieses que pudessem 

prejudicar os resultados apresentados para cada 

um dos estudos. Foi utilizado o gráfico de dis-

persão no formato de funil para avaliar o risco 

de viés de publicação, por meio da avaliação da 

assimetria aplicada ao gráfico (Egger, Davey 

Smith, Schneider, & Minder, 1997). Quando 

não há qualquer risco de viés de publicação, o 

gráfico apresenta a figura de um funil invertido 

(Higgins & Green, 2008), sendo a simetria ou a 
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assimetria definidas informalmente, por meio 

de avaliação visual (Egger et al., 1997). 

Esta meta-análise foi realizada com base no 

modelo fixo. 

A figura 1 apresenta um fluxograma que sin-

tetiza as diferentes etapas e estratégias de sele-

ção utilizadas, tendo por base a aplicação dos 

critérios de inclusão e exclusão. 

 

 

 

 

Figura 1. Fluxograma das estratégias de seleção. * Referente aos critérios de inclusão e exclusão, ou estarem 

repetidos, ou por não conterem resultados estatísticos suficientes; ** número de estudos no final do processo 

de pesquisa e inclusão. 

 

 

Os estudos que cumpriram os critérios de in-

clusão foram avaliados quanto à qualidade me-

todológica com a escala de PEDro, baseada na 

lista Delphi desenvolvida por Verhagen e cola-

boradores no Departamento de Epidemologia, 

da Universidade de Maastricht (Verhagen et al., 

1998). Originalmente a escala de PEDro apre-

senta 11 critérios, no entanto os critérios nú-

mero 7 e 8 (7. Todos os avaliadores que medi-

ram pelo menos um resultado-chave, fizeram-

no de forma cega; 8. Medições de pelo menos 

um resultado-chave foram obtidas em mais de 

85% dos sujeitos inicialmente distribuídos pe-

los grupos) foram agrupados num único crité-

rio: Medição-cega dos resultados chave, porque 

nos pareceu mais apropriado. Se o score PEDro 

do estudo fosse menor que quatro, o estudo era 

classificado como de baixa qualidade metodoló-

gica e excluído. Nenhum dos seis estudos sele-

cionados obteve pontuação inferior a quatro. A 

análise individual de cada estudo considerando 

a escala de PEDro está resumida na Tabela 1. 

Depois de selecionados os estudos, os dados 

foram inseridos e analisados utilizando o soft-

ware Comprehensive Meta-analysis. Foram cal-

culados a diferença entre os erros padrões da 

média (Std diff in means), o intervalo de confi-

ança (95% CI), e os scores Z e P (Z-value e P-

value). Alguns procedimentos foram aplicados 

para corrigir viés causados por várias origens de 

erros, tais como erros da amostra e erros de me-

dida.  

 

  

Incluídos

Elegibilidade

Triagem

Identificação

Busca eletrônica nas bases de dados

n = 442

PUBMED (n = 99); Science Direct (n = 343)

Estudos selecionados para uma avaliação 
mais criteriosa

(n = 69)

Artigos de textos 
completos avaliados para 

a elegibilidade.

(n = 06)

Estudos incluídos na análise**

(n = 06)

Estudos 
excluídos*

(n =  63)
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Tabela 1 

Qualidade metodológica dos estudos incluídos. Classificação dos estudos através da Escala de PEDro. 

Critérios 
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Spielmann et al., (2011) X X  X   X X  X 6/10 

Campbell et al., (2009) X X  X   X X  X 6/10 

Simpson et al., (2007) X X  X   X X  X 6/10 

Simpson et al., (2010) X X  X   X X  X 6/10 

Wang e Lin, (2010) X X X X X X X X X X 10/10 

Simpson et al., (2008) X X  X   X X  X 6/10 

 

 

RESULTADOS 

Na análise foram incluídos seis estudos, que 

contabilizavam um total de 150 sujeitos. 

Quando avaliámos o risco de viés de publicação 

(Figura 2), por meio de assimetria, para cada 

conjunto de estudos sobre o exercício e a mobi-

lização de linfócitos T senescentes, verificámos 

que os dados apresentavam um risco reduzido 

de viés de publicação, de acordo com os baixos 

valores de assimetria apresentados.  

 

 

 

Figura 2. Gráfico de dispersão no formato de funil que apresenta a relação da diferença de média (MD) entre 

valores agudos obtidos logo após o término do exercício e os valores do pré-exercício, e o erro padrão [SE (MD)] 

de cada grupo de dados incluídos na meta-análise. Por outro lado, um eventual risco mais elevado de viés de 

publicação nunca deveria ser demasiadamente valorizado, tendo em conta o reduzido número de estudos utili-

zados nesta meta-análise. 

 

 

A tabela 2 apresenta os estudos selecionados 

para a meta-análise com autor/ano, resumo da 

intervenção (número de sujeitos, a média e o 

desvio padrão da idade, os testes utilizados e as 

variáveis analisadas), resposta imune (inclui os 
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objetivos do estudo e as variáveis imune incluí-

das no estudo), conclusões (apresentação dos 

principais resultados e conclusões) e eficiência 

(apresenta o resumo estatístico dos principais 

resultados destacados nos estudos). 

Todos os estudos investigaram sujeitos do 

sexo masculino. A idade compreendida variou 

de 20 a 40 anos e o nível de aptidão física alter-

nou entre sedentários (Wang, Chen, & Weng, 

2011), saudáveis (Campbell et al., 2009; Simp-

son et al., 2008; Spielmann et al., 2011) e treina-

dos (Simpson et al., 2007, 2010).  

Nos estudos de Campbell et al. (2009) e 

Wang, Chen, e Wen (2011) os sujeitos peda-

laram em intensidades correspondentes a 85% 

e 50% da Wmáx predita, respetivamente. Nestes 

dois estudos os indivíduos não realizaram o es-

forço até a exaustão voluntária e apenas foram 

incluídos os resultados dos grupos que realiza-

ram o exercício em normoxia (Wang et al., 

2011) e em alta intensidade (Campbell et al., 

2009). Os efeitos agudos foram observados após 

20 minutos (Campbell et al., 2009) e 30 minu-

tos (Wang et al., 2011) de ciclismo. Simpson et 

al. (2007) e Simpson et al. (2010) utilizaram o 

mesmo protocolo de exercício, corrida em pas-

sadeira rolante a 80% do VO2máx, enquanto 

Simpson et al. (2008) submeteu seus avaliados 

a um protocolo máximo em passadeira. No caso 

destes três estudos, os indivíduos realizaram o 

exercício até a exaustão. Por outro lado, 

Spielmann et al. (2011) correlacionou o VO2max 

com o acúmulo de células T senescentes. Neste 

caso, não foram consideradas as correlações re-

lacionadas a idade que o estudo investigou. 

Os estudos incluídos nesta meta-análise evi-

denciaram que linfócitos T com características 

senescentes são mobilizados dos compartimen-

tos periféricos para o sangue imediamente após 

a realização de uma sessão de exercício. O pa-

drão de aumento foi semelhante entre os estu-

dos considerando o valor de p observado (Ta-

bela 2). 

Linfocitos T senescentes foram analisados 

quanto a presença dos marcadores de superfície 

celular KLRG1
+

, CD57
+

, CD28
-

. Somente o es-

tudo de Campbell et al. (2009) não determina-

ram a senescência através desse marcador, mas 

através da expressão de CD57. O estudo de 

(Simpson et al., 2010) especialmente investigou 

se as células expressando KLRG1 eram linfóci-

tos T terminalmente diferenciados 

(KLRG1
+

/CD28
-

/CD57
+

) ou uma população de 

células T memoria-efetoras 

(KLRG1
+

/CD28
+

/CD57
-

) que não atingiram a 

diferenciação terminal. Os resultados mostra-

ram que o aumento na proporção de células 

KLRG1
+

 dentro da subserie de células T CD8
+

 

após o exercício é devido principalmente a uma 

mobilização seletiva de células T altamente di-

ferenciadas exibindo um fenótipo 

KLRG1
+

/CD57
+

 (56% aumento) e 

KLRG1
+

/CD28
-

 (61% aumento) na superfície 

celular. 

Diferente dos outros estudos que determina-

ram os efeitos agudos do exercício, Spielmann 

et al. (2011) examinaram a associação entre os 

valores de VO2max de homens saudáveis (18-24 

anos) e o acúmulo de células T senescentes. 

Neste estudo somente foi considerado o grupo 

jovem. Análises de regressão univariada mostra-

ram que o VO2máx foi inversamente associado 

com células T CD8
+

 senescentes 

(KLRG1
+

/CD57
+

, r = -0,287, p<0,01; 

KLRG1
+

/CD28
-

, r = -0,350, p<0,001), po-

dendo indicar que a manutenção de altos níveis 

de aptidão aeróbia durante o curso natural do 

envelhecimento pode prevenir o acúmulo de cé-

lulas T senescentes com especificidade antigé-

nica limitada. 

A figura 3 apresenta os resultados finais relati-

vos aos 6 estudos incluídos no estudo, tendo 

por base a partir da utilização do programa 

Comprehensive Meta-analysis. O exercício fí-

sico aumentou o número de células T senescen-

tes em todos os estudos analisados, ao compa-

rar os valores agudos obtidos logo após o tér-

mino do exercício com os valores pré-exercício. 

Os resultados são apresentados como a dife-

rença entre os erros padrões da média (0,715), 

onde Z = 5,478 sendo esse efeito significativo 

(p < ,001). 
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Figura 3. Efeitos agudos do exercício sobre o número de células T senescentes 

 

 

DISCUSSÃO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a hipó-

tese do aumento da mobilização de células T se-

nescentes induzido pelo exercício. A expansão 

de clones de células T CD8
+

 senescentes associ-

adas a infeções virais persistentes ocupa uma 

grande proporção do espaço imune que, em con-

dições de baixa exposição ao patogénio e reati-

vações virais menos latentes, seria ocupado 

principalmente por células T naive. Na medida 

em que o número total de células T periféricas é 

estreitamente regulado, um acúmulo supérfluo 

de células T experientes em antigénio pode re-

duzir a saída de células T naive, diminuindo o 

número e a percentagem de células capazes de 

montar respostas imunes a novos agentes pato-

génicos. Nesta situação, estas células T resisten-

tes à apoptose e altamente diferenciadas, sobre-

carregam o espaço imune, traduzindo-se num 

menor repertório de células T para os antigénios 

novos, resultando numa vigilância imunológica 

reduzida e num risco aumentado de infeção 

(Simpson & Guy, 2010). 

A análise dos seis estudos incluídos nesta 

meta-análise mostrou que o exercício físico ou 

uma boa aptidão aeróbia é capaz de aumentar 

mobilização de células T senescentes no sangue 

periférico. A mobilização de células T experien-

tes em antigénio a partir dos tecidos periféricos 

para o sangue, poderia gerar um “espaço vago” 

onde as células T naive eventualmente ocupa-

riam espaço (Simpson et al., 2007, 2008; Sim-

pson & Guy, 2010). Essas células caracterizam-

se por linfócitos citotóxicos com um perfil celu-

lar claramente definido, caracterizado por um 

imediato potencial citotóxico efetor e uma alta 

propensão para migrar dentro dos tecidos peri-

féricos (Campbell et al., 2009).  

Sugere-se que os linfócitos mobilizados com 

exercício sejam mais sensíveis a apoptose. Este 

processo poderia ser causado por estímulos pró-

apoptóticos induzidos pelo exercício sobre as 

células T circulantes e provocando vias apop-

tóticas iniciais antes que a célula deixasse o 

compartimento do sangue. Como os linfócitos 

são conhecidos por saírem do sangue durante a 

fase de recuperação de exercício, uma parte des-

tas células extravasadas (tendo já encontrado 

um estímulo pró-apoptótica) pode subsequen-

temente morrer por apoptose em tecidos perifé-

ricos (Simpson, 2011). Leucócitos CD57+ e 

KLRG1+ (senescentes) foram mais suscetíveis 

apoptose induzida por H2O2 in vitro comparado 

com linfócitos expressando CD28, CD62L, ou 

CD11a (Wang & Lin, 2010). 

Os marcadores de senescência sobre as sub-

populações de linfócitos T são considerados 

também eficientes marcadores do envelheci-

mento biológico sistémico (Simpson et al., 

2008). Embora o CD45RA e o CCR7 sejam mar-

cadores eficientes de diferenciação das células 

Name Statistics for each study Std diff in means and 95% CI

Standard Std diff Lower Upper Relative Relative 
error in means Variance limit limit Z-Value p-Value Total weight weight

Campbell (2009) 0,350 1,090 0,123 0,404 1,776 3,113 0,002 13 13,91

Simpson (2010) 0,364 0,620 0,132 -0,093 1,333 1,703 0,089 9 12,88

Simpson (2007) 0,442 1,060 0,195 0,194 1,926 2,399 0,016 8 8,74

Wang (2011) 0,342 0,580 0,117 -0,090 1,250 1,696 0,090 10 14,60

Simpson (2008) 0,391 0,670 0,153 -0,097 1,437 1,712 0,087 8 11,14

Spielmann (2011) 0,210 0,599 0,044 0,188 1,010 2,856 0,004 102 38,73

0,131 0,715 0,017 0,459 0,971 5,478 0,000

-1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00

Favours A Favours B

Meta Analysis

Evaluation copy
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T, a identificação de células T 

CD45RA
+

/CCR7
+

 como células terminalmente 

diferenciadas (ex: senescentes) é controversa 

devido ao facto destas células ainda demonstra-

rem níveis eficazes de proliferação após ativação 

do recetor de célula T (TCR). Atualmente, a ex-

pressão combinada de KLRG1 e CD57, ou a ex-

pressão de KLRG1 na ausência de CD28 pare-

cem ser marcadores mais aceites de senescência 

das células T, pois as células com este fenótipo 

são incapazes de sofrer futuras divisões, não ex-

pressam o CD27 e o CCR7, e têm uma baixa ex-

pressão de CD127 (Simpson, 2011; Simpson & 

Guy, 2010). Foi por esse motivo que esta meta-

análise incluiu estudos que tivessem avaliado 

esta combinação de marcadores, embora essa 

opção tenha eliminado um certo número de es-

tudos (11 no total), o que certamente é a maior 

limitação do estudo, procurou-se uma melhor 

confiabilidade e maior atualidade dos resulta-

dos.  

Spielmann et al. (2011) descobriram que os 

indivíduos com valores de VO2máx acima da mé-

dia tinham menos células T CD4
+

 e CD8
+

 se-

nescentes e mais células T CD8
+

 naive do que 

aqueles com valores abaixo da média de VO2máx, 

mesmo após ajuste para idade, índice de massa 

corporal e percentagem de gordura corporal. 

Surpreendentemente, os autores verificaram 

que a associação, bem aceite, entre idade e o nú-

mero de células T senescentes já não existia, 

quando a idade era ajustada para o VO2max, indi-

cando que a aptidão aeróbia pode ser um forte 

determinante de mudanças fenotípicas de célu-

las T, mais do que a própria idade cronológica. 

Este efeito foi limitado às células senescentes, 

sendo que o VO2max não foi associado com as cé-

lulas de memória efetora (KLRG1
+

/CD28
+

) 

após o ajuste para a idade. Os autores conside-

raram que o seu estudo foi o primeiro a mostrar 

que a aptidão aeróbia está associada a uma mo-

deração do acúmulo natural relacionado com a 

idade de células T senescentes no sangue peri-

férico, com destaque para os efeitos benéficos 

da manutenção de um estilo de vida fisicamente 

ativo sobre o envelhecimento do sistema imuni-

tário. Isso reforça a intuição de que a atividade 

física regular pode exercer propriedades preven-

tivas e / ou de “rejuvenescimento” do envelhe-

cimento do sistema imune por amenizar a acu-

mulação relacionada com a idade, de células T 

senescentes e prevenir a rápida transição para a 

categoria de Perfil de Risco Imune mais tarde na 

vida (Simpson & Guy, 2010). Os autores postu-

laram que a manutenção de altos níveis de apti-

dão aeróbia durante o curso natural do envelhe-

cimento pode ajudar a prevenir o acúmulo de 

células T senescentes, que têm especificidade 

antigénica limitada, ao mesmo tempo, man-

tendo um número suficiente de células T naive 

capazes de reconhecer e responder a novos an-

tigénios (Spielmann et al., 2011). 

Os resultados do estudo de Spielmann et al. 

(2011) apontam uma série de implicações im-

portantes para os benefícios preventivos do 

exercício contra a imunossenescência associada 

ao envelhecimento. Em primeiro lugar, dado 

que a proporção de células T senescentes au-

menta em 10% por década de vida, na idade 

avançada, em homens saudáveis / assintomáti-

cos, seria razoável postular que níveis elevados 

de aptidão física e exercício regular poderiam 

prevenir ou impedir o acúmulo de células T se-

nescentes por décadas. Em segundo lugar, os ní-

veis de atividade e aptidão física são os princi-

pais fatores moderadores na relação idade-imu-

nossenescência e são preditores independentes 

da ''idade imunológica''. Em terceiro lugar, o va-

lor terapêutico do exercício em melhorar a imu-

nocompetência da população em envelheci-

mento assintomático e imunocomprometidos 

clinicamente (por exemplo, HIV +) é potencial-

mente imenso (Hong, 2011).  

 

CONCLUSÕES 

O exercício físico aumentou a mobilização de 

células T senescentes para o sangue periférico, 

quando comparados os valores agudos obtidos 

logo após o término do exercício com os valores 

pré-exercício. É possível que esta mobilização 

preferencial leve a indução da apoptose destas 

células criando espaço para a produção de célu-

las T virgens. 
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Abbreviations
▼
CK  Creatine Kinase
Hb  Hemoglobin
Ht  Hematocrit
MCH  Mean Corpuscular Hemoglobin
MCHC   Mean Corpuscular Hemoglobin 

Concentration
MCV  Mean Corpuscular Volume
MPV  Mean Platelet Volume
RBC  Red Blood Cells
RER  Respiratory exchange ratio
RSA  Repeated-sprints Test
VCONT   Continuous VO2 test; long-term 

high-intensity exercise until 
 exhaustion in cycle-ergometer

VINT   Intermittent VO2 test; long-term 
high-intensity exercise until 
 exhaustion in cycle-ergometer

WANT  Wingate Anaerobic Test

Introduction
▼
The interactions between exercise, hematological 
system and immune function have been widely 
studied since the observation of exercise-induced 
leucocytosis, which has important implications 
for immunity [23, 34]. An acute bout of exercise 
places an important demand on the body, 
depending on the model, intensity and duration 
of the effort. Furthermore, high-intensity exercise 
creates muscle damage and inflammation, lead-
ing to disturbance in cellular homeostasis and 
discomfort, resulting in a cytokine-mediated sys-
temic inflammatory response [46] similar to the 
cytokine profile elicited after an acute episode of 
infection [34]. This may result in a temporary 
immunosuppression and can increase the suscep-
tibility to infections [12, 27] and autoimmune dis-
orders [48]. In addition, the hormonal and 
adrenergic effects [34] and the enhanced anti-
inflammatory cytokine response (i. e., IL-10 
 production) [13] have been linked with this 
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Abstract
▼
The purpose of this study was to investigate the 
hematological and inflammatory responses to 4 
maximal high-intensity protocols, considering 
energy expenditure in each test. 9 healthy volun-
teers performed 4 high-intensity exercise tests  
of short [Wingate (WANT); Repeated-sprints 
(RSA)] and long durations [Continuous VO2 test 
(VCONT); intermittent VO2 test (VINT)] in a cycle-
ergometer, until exhaustion. Hematological param-
eters and IL-6, IL-10 and creatine kinase (CK) 
levels were determined before (PRE), POST, 
30 min, 1, 2, 12 and 24 h after the end of the 
 protocols. Additionally, energy expenditure was 
determined. Leucocytes, erythrocytes and lym-

phocytes increased at POST and returned to PRE 
values at 30 min for all protocols. Lymphocytes 
had a second decreased at 2 h and granulocytes 
increased at 2 h when compared to PRE. Both 
variables returned to PRE values between 
12–24 h into recovery. The magnitude of response 
for IL-6 was greater in VINT and for IL-10 in 
VCONT. There was no association of energy 
expenditure within each exercise protocol with 
the pattern of IL-6, IL-10 and CK responses to the 
exercise protocols. The present finding support 
that similar responses after continuous or inter-
mittent acute protocols are observed when 
 exercises are performed to volitional failure, 
regardless of the duration and mode of exercise.
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decrease in immune function after high-intensity exercise in 
active individuals.
It is known that the intensity of exercise and duration are impor-
tant factors in determining the relative recruitment of the 
energy processes. Other factors, such as availability of oxygen 
and metabolic substrates, environmental factors and hormonal 
changes will modify the extent to which the energetic processes 
occurs [18] and the changes in hematological and inflammatory 
makers that may or may not happen. For example, an inverse 
relationship between post-exercise muscle glycogen and IL-6 
plasma cytokine levels has been found [28, 37]. Additionally, a 
temporary depression of various aspects of immune function 
will usually last for 3–24 h after exercise [15].
Very few studies have considered the impact of duration and 
mode (continuous vs. intermittent) of exercise on immune func-
tion [8, 25, 26, 40, 41]. Hence, we focused in this study on surro-
gate outcomes as markers of inflammation and skeletal muscle 
recovery (i. e., leukocytes, IL-6, IL-10) after a single bout of maxi-
mal exercise, with different models (short-term high-intensity 
exercise and long-term high-intensity exercise) and their 
responses during a 24 h recovery period. To the best of our 
knowledge, this is the first study to compare maximal intensity 
protocols, including different durations and mode, and monitor-
ing test responses for 24 h. Therefore, the aim of this study was 
to analyze the impact of duration and mode (continuous × inter-
mittent) of 4 maximal protocols on hematological profiles  
and markers for systemic inflammation (IL-6 and IL-10). Addi-
tionally, we examined whether the 4 maximal protocols had 
 different recovery patterns by looking at a 24 h post-exercise 
time- course response for IL-6 and IL-10.

Methods
▼
Participants
The sample consisted of 9 healthy (male = 6, female = 3) univer-
sity students ( ̎̂  Table 1). Their VO2max was 3.1 ± 0.7 (L.min − 1; 
  ̎̂  Table 1). None of the volunteers suffered from acute or chronic 
diseases or reported intake of medication, including antioxi-
dants and nicotine abuse. All participants were healthy and not 
participating in regular exercise training. Participation was 
 voluntary, and all participants signed an informed consent doc-
ument before the participation in the study. The experimental 
methods and procedures were approved by the Ethics and 
Human Subjects Review Board at the Faculty of Sports Science 
and Physical Education, University of Coimbra. This study meets 
the ethical standards of the International Journal of Sports Med-
icine [17].

Experimental design
Participants attended 4 laboratory-based testing sessions. The 
testing order was randomized with a interval period of 72-h 
between tests [43]. During this time, all participants were 
encouraged to not perform intense physical exertion.
We tested different models in a cross-sectional study (short-
term high-intensity exercise and long-term high-intensity 
 exercise, with 2 continuous and 2 intermittent protocols). In 
addition, to analyze the impact of duration, the aim of this study 
was also to analyze the impact of mode (continuous × intermit-
tent). To do so, each participant completed 4 independent test 
protocols: 2 protocols of short-term high-intensity exercise  
in cycle-ergometer: 1) 30-s Wingate Anaerobic Test (WANT);  

2) Repeated-sprints Test (RSA); and 2 protocols of long-term 
high-intensity exercise until exhaustion in cycle-ergometer: 3) 
Continuous VO2 test (VCONT); 4) Intermittent VO2 test (VINT). 
The oxygen uptake and plasma lactate accumulation were meas-
ured during the tests to determine energy system contributions 
and energy expenditure during exercise. Blood samples were 
taken at rest before (PRE), immediately post (POST), and 30 min, 
1, 2, 12 and 24 h post-exercise. Blood samples were analyzed for 
leukocyte, lymphocyte, granulocyte and monocyte cell counts 
and for IL-6, IL-10 and CK plasma concentrations. An overview of 
the experimental protocol is presented in  ̎̂  Fig. 1.

Exercise protocols
Prior to baseline measurements, participants were informed of 
the laboratory testing procedures. After the measurements of 
body mass, stature and the pre-test blood sample, participants 
performed the first test to exhaustion on an electronically 
braked cycle ergometer (Lode, Groningen, Netherlands) using an 
online gas collection system (Quark CPET COSMED, COSMED, 
Rome, Italy). Also for VCONT and VINT protocols an electroni-
cally braked cycle ergometer and the online gas collection sys-
tem were used to determine VO2max. During all the tests, heart 
rate was measured continuously using a heart rate monitor 
(COSMED, COSMED, Rome, Italy). VO2max was determined using 
a voluntary criterion of exhaustion or when the following 
occurred: the participant reached a respiratory exchange ratio 
(RER) above 1.15; when oxygen uptake reached a plateau with 
increasing work rate; and when a heart rate close to age pre-
dicted maximal values was attained [19]. The detailed protocols 
are described below:
a) Wingate Anaerobic Test (WANT): participants completed a 30 s 

maximal effort on an electronically braked cycle ergometer at 
a resistance equivalent to 9 % of their body mass.

b) Repeated-sprints Test (RSA): each participant performed 10 
repetitions of 10-second all-out effort with 30-second of pas-
sive recovery on cycle ergometer [1, 2].

c) Continuous VO2 test (VCONT): participants performed an 
incremental test to exhaustion on an electronically braked 
cycle ergometer using an online gas collection system to 
determine VO2max. Following a 5-min warm-up, the test 
began at 75 W with the workload increasing by 25 W every 
3 min until volitional exhaustion [5]. The value recorded for 
VO2max in the protocol corresponded to the mean of the 2 
highest values achieved over a 30-second collection period.

d) Intermittent VO2 test (VINT): participants performed an incre-
mental intermittent test to exhaustion on an electronically 
braked cycle ergometer using an online gas collection system 
to determine VO2max. Following a 5-min warm-up, the test 
began at 75 W with the workload increasing by 25 W every 

Table 1 3articipant cKaracteristics.

Mean Standard 

Deviation

Range/ 

Reference

Age �years� 32.22 �2.��� 26–�1
Stature �cm� 17�.�7 �2.�6� 1�6.3–1��.2
:eigKt �Ng� 69.20 ��.�1� �7–9�
IM& �Ng.m ï 2� 22.�7 �1.2�� 19.2–2�
VO2mi[ �L.min ï 1� 3.123 �0.2� 1.��3–�.10�
VO2mi[ �mL.Ng ï 1.min ï 1� ��.�1 ��.90� 37.12–�1.7�
Mean � S' oI pKysical and Elood parameters measured EeIore all test protocols in 09 
KealtK suEMects
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3 min period with 1-min of passive rest, until volitional 
exhaustion. The value recorded for VO2max in the protocol cor-
responded to the mean of the 2 highest values achieved over 
a 30-s collection period.

Blood collection
Blood samples (~12 mL) were obtained from the antecubital vein 
by venepuncture. The blood was collected into tubes containing 
EDTA and analyzed for leukocytes (WBC), erythrocytes (RBC), 
granulocytes, lymphocytes, monocytes, platelets, mean platelet 
volume (MPV), hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume 
(MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration 
(MCHC), hematocrit (Ht), and mean corpuscular hemoglobin 
(MCH), with a full cell count, using a blood analyzer (Beckman 
Coulter T660; Beckman Coulter, Inc., Miami, Florida). Whole 
blood Hb and Ht were used to estimate changes in plasma vol-
ume (PV) relative to Pre, established as baseline. All measure-
ments for erythrocyte’s indices, Hb and Ht following exercise 
testing were corrected for changes in PV [10]. The remaining 
blood was centrifuged at 4 °C for 15 min at 1500 rpm. After cen-
trifugation, plasma was stored at  − 80 °C for subsequent analy-
ses. IL-6 and IL-10 plasma concentrations were determined by 
ELISA according to the manufacturer´s instructions (Invitrogen, 
CA). The minimum detection limit for both IL-6 and IL-10 
was  < 1 pg/ml. Plasma samples were assayed in duplicate. The 
mean coefficient variation for the duplicate analysis was 3.4 % for 
IL-6 and 4.0 % for IL-10.
CK levels were determined using the Horiba Medical Pentra 
C200 analyzer (Kyoto, Japan) following the manufacturer’s 
instructions.

Calculations of the energy expenditure and energy 
system contributions
In order to determine the energy system contributions and 
energy expenditure during exercise we measured breath-by-
breath oxygen uptake (VO2) during exercise, post-exercise VO2 
kinetics and plasma lactate accumulation (3–5 min post - pre) in 
each test. The total energy expenditure and the contributions of 
the aerobic, anaerobic lactic and anaerobic alactic metabolisms 

were calculated using GEDAE-LaB (GEDAE-USP, São Paulo, Bra-
zil) software [6]

Statistical analysis
Descriptive statistics for all dependent variables at all measure-
ment points are presented as mean and standard deviation. To 
describe the patterns of changes of interleukins and CK in 
response to different maximal exercise protocols we considered 
hierarchical/multilevel modeling. Individual changes are 
expressed as percentage changes via logarithmic transformation 
of the dependent variables. The dependent variables were cen-
tered on the mean of baseline outcome (measurements at PRE). 
To allow the interpretation of between measurement slopes  
we scaled time as a discrete variable ranging from zero to 7.  
A dummy variable was incorporated in the models to categorize 
the maximal exercise protocols (WANT: 0; RSA: 1; VCONT: 3; 
VINT: 4) and was included at level 2. To explore differences in the 
rate of changes across the tests we included in the models inter-
action terms between the time terms (slopes) and maximal 
exercise protocol. Additionally, we considered the influence of 
energy expenditure within each exercise protocol (added as 
fixed effects on the multilevel models) on the pattern of IL-6, 
IL-10 and CK responses to the exercise protocols. Restricted 
maximum likelihood estimation was used to obtain the 
unknown parameters. We considered a covariance structure 
(first-order auto-regressive) to accommodate auto-correlation 
of within-individual residuals (Goldstein, Healy, & Rasbash, 
1994; Steele, 2008). Multilevel regression models were obtained 
using “nlme” package (Pinheiro & Bates, 2000), within the R sta-
tistical language (R-Core-Team, 2014).

Results
▼
Leukocytes and erythrocytes counts increase 
immediately post-exercise in all protocols
There were significant increases in leukocyte and erythrocyte 
counts in POST for all protocols (P < 0.01), returning to PRE val-
ues 30 min post-exercise. The variation observed for lympho-
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cytes was multifaceted, in that a significant increase was 
observed in POST for all protocols (P < 0.01), which was followed 
by a significant decrease 2 h after. However, between 12 to 24 h 
after the end the protocol the lymphocytes returned to basal val-
ues for all the protocols. Granulocytes decreased in POST in all 
tests, except in the WANT, and increased steadily until 2 h after 
exercise and returning to baseline levels between 12 to 24 h 
post-exercise. There were no significant changes for monocytes 
during the experimental design ( ̎̂  Fig. 2).

Mode and duration of exercise does not alter the 
erythrocytes indices
None of the participants showed values higher than the refer-
ence range for Hb and Ht in PRE. The hemoglobin responses for 
the short-duration tests (WANT e RSA) and the long-duration 
intermittent (VINT) test showed a significant increase (p < 0.01) 
after exercise and returned to PRE values 30 min post-exercise in 
the WANT, RSA and VINT. No changes were detected in the 
hemoglobin responses for the VCONT ( ̎̂  Table 2). The erythro-
cytes (MCV, MCH, MCHC) and platelet indices (MPV) were not 
significantly modified for all protocols in all time-points meas-
ured ( ̎̂  Table 2).

The time effect on cytokine concentration is dependent 
on mode of exercise
Responses of interleukins and CK at the different time points by 
exercise protocol are summarized in  ̎̂  Table 3.
 ̎̂  Table 3 shows the multilevel regression analysis for IL-6, IL-10 
and CK changes in response to exercise protocols. The patterns 
of IL-6, IL-10 and CK change in response to exercise are repre-
sented in  ̎̂  Fig. 3. The exponents for intercept (WANT) and each 
exercise protocol indicate that participant’s pre-test values of 
IL-6 were higher compared to the other exercise protocols. No 
baseline differences were present for IL-10 and CK. For IL-6 

response to Wingate anaerobic test, slope values across time 
indicate a decrement of response between the 24 h periods of 
observation (5.32 pg/mL). The non-significant exponents for the 
measurements times by exercise protocol interaction indicate 
that VINT had a similar decrement in response across the 24-h 
period of observation. For the RSA and VCONT, IL-6 POST values 
were increased (2.33 and 2.16 pg/mL, respectively), but changes 
after 24 h values were similar to pre-test values. IL-10 values 
were decreased after the 24 h period in response to Wingate 
anaerobic test (1.94 pg/mL), particularly presenting substantial 
decrements 12 h after the short-term maximal effort (1.67 pg/
mL). As for the other exercise protocols, the large variability sug-
gests that no substantial change was observed across the 24 h 
observation period in response to exercise. A trend of acute 
response post-exercise was apparent for CK in response to the 
maximal exercise protocols (1,17 pg/mL), but no substantial dif-
ferences were observed across the 24 h period of observation.
There was no association of energy expenditure within each 
exercise protocol with the pattern of IL-6, IL-10 and CK responses 
to the exercise protocols ( ̎̂  Table 4).

Discussion
▼
The main results of this study demonstrate that acute changes in 
leukocyte subpopulations, hemoglobin and hematocrit to stren-
uous exercise vary slightly depending on the mode (intermittent 
vs. continuous) and duration of exercise. It seems that variation 
may be more pronounced in cytokines, IL-6 and IL-10.

Hematological changes and exercise
None of the participants showed values higher than the refer-
ence range for leukocytes, erythrocytes, hemoglobin, hematocrit 
and erythrocyte’s indices. These are important because the sta-
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Table 2 Mean and standard deYiations oI Kematological indicators at eacK measurements pre� and post�e[ercise. Mean �S'� oI HemogloEin �g.dL�1�� Hemato�
crit � ��� Mean &orpuscular 9olume �IL�� Mean &orpuscular HemogloEin �pg�� Mean &orpuscular HemogloEin &oncentration �g.dL�1� and Mean 3latelet 9olume 
�IL� EeIore �35(� e aIter �32S7� 30·� 1 K� 2 K� 12 K� 2� K� all test protocols �n   9�.

Before After

Parameters PRE POST 30’ 1 h 2 h 12 h 24 h

:A17 �1   9� HE 1�.� �0.�� 1�.� �1.�� 
 1�.7 �1.6� 1�.3 �1.6� 1�.2 �1.�� 1�.� �1.�� 1�.� �1.1�
Ht ��.3 ��.1� �7.6 ��.1� ��.2 ��.0� ��.2 ��.3� �3.� ��.0� �2.� �3.7� ��.3 �3.9�
M&9 �9.1 �2.�� �9.1 �3.3� �9.0 �3.0� �9.� �2.9� �9.1 �2.�� ��.� �2.6� �9.2 �2.9�
M&H 2�.� �1.1� 2�.9 �1.�� 2�.� �1.6� 2�.7 �1.3� 2�.9 �1.�� 29.� �1.�� 29.0 �1.0�
M&H& 31.� �1.2� 32.� �1.6� 32.3 �1.2� 32.1 �0.9� 32.� �1.0� 33.7 �1.1� 32.9 �2.0�
M39 �.� �0.�� �.7 �0.�� �.6 �1.0� �.3 �0.�� �.2 �0.7� 7.6 �0.9� �.0 �1.1�

5SA �1   �� HE 13.� �1.2� 1�.2 �1.2� 
 13.� �1.3� 13.7 �1.�� 13.7 �1.3� 13.� �1.3� 13.7 �1.6�
Ht �3.0 �3.�� �7.2 �3.3� �1.7 �6.9� �2.� �3.6� �2.7 �3.6� �2.7 �3.6� �2.7 ��.1�
M&9 ��.9 �3.2� �9.� �3.0� ��.3 �2.6� ��.7 �3.0� ��.� �3.6� ��.6 �2.7� �9.2 �2.6�
M&H 2�.6 �1.�� 2�.� �1.3� 2�.3 �1.2� 2�.7 �1.�� 2�.� �1.2� 2�.� �1.�� 2�.6 �1.7�
M&H& 32.2 �1.0� 32.1 �0.9� 32.2 �0.9� 32.2 �1.0� 32.2 �0.�� 32.1 �1.2� 31.9 �1.6�
M39 �.3 �0.�� �.� �0.9� �.6 �0.�� �.� �0.9� �.1 �0.9� 7.� �0.�� 7.7 �1.1�

V&217 �1   9� HE 1�.� �1.2� 1�.7 �3.6� 1�.6 �1.0� 1�.3 �1.0� 1�.3 �0.9� 1�.3 �1.3� 1�.� �1.2�
Ht ��.0 �3.�� �9.0 �3.6� ��.2 �6.9� ��.2 �3.3� ��.2 �3.0� ��.3 �3.9� �3.3 �3.��
M&9 �9.0 �3.0� �9.� �2.9� �9.1 �2.�� ��.� �2.3� ��.7 �2.6� ��.� �2.�� ��.9 �3.2�
M&H 2�.7 �1.3� 2�.9 �1.2� 2�.� �1.1� 2�.� �1.3� 2�.� �1.2� 2�.� �0.9� 29.0 �1.1�
M&H& 32.2 �0.9� 32.2 �0.�� 32.3 �0.7� 32.3 �1.1� 32.� �1.0� 32.3 �0.�� 32.6 �1.0�
M39 �.� �0.7� �.9 �0.9� �.� �0.9� �.3 �0.7� �.1 �1.0� 7.� �0.�� 7.9 �0.9�

VI17 �1   �� HE 1�.7 �1.2� 1�.1 �1.2� 
 1�.0 �1.3� 13.6 �1.3� 13.6 �1.3� 13.1 �1.�� 13.� �1.��
Ht �3.1 �3.�� �7.2 �3.6� �3.7 �3.�� �2.1 �3.6� �2.� �3.7� �1.0 �3.6� �1.� �3.7�
M&9 �9.3 �2.�� �9.7 �2.3� �9.3 �2.9� ��.� �2.�� ��.� �2.6� �9.0 �2.�� �9.0 �2.9�
M&H 2�.3 �1.�� 2�.6 �1.2� 2�.6 �1.3� 2�.� �1.�� 2�.3 �1.�� 2�.� �1.6� 2�.6 �1.6�
M&H& 31.7 �0.9� 31.9 �1.0� 32.0 �0.�� 32.0 �1.0� 31.9 �1.1� 31.� �1.1� 32.1 �1.1�
M39 �.� �1.0� �.9 �1.3� �.3 �0.�� �.2 �0.7� 7.� �0.6� 7.2 �0.7� 7.� �0.��

HemogloEin �HE�� Hematocrit �Ht�� Mean &orpuscular 9olume �M&9�� Mean &orpuscular HemogloEin �M&H�� Mean &orpuscular HemogloEin &oncentration �M&H&�� Mean 
3latelet 9olume �M39�.  
 3 � 0.0� compared to 35(

Table 3 )i[ed e[planatory YariaEle results Eased on multileYel regression analysis oI IL�6� IL�10 and &. cKanges � �� across 2��K in response to di̥erent KigK�
intensity e[ercise protocols.

IL-6 IL-10 CK

Fixed explanatory variables
Intercept �:ingate AnaeroEic test as reIerence� 2�.7 �3�.�� 0.00 �30.�� 0.0 �21.3�
3re� to post�e[ercise slope �:ingate AnaeroEic test as reIerence� 1.3 �31.7� 27.7 �27.1� 16.2 ��.6� 
 
 
3ost�e[ercise to 30 min slope �:ingate AnaeroEic test as reIerence�  ï 10.� �32.6� 17.0 �27.9� 7.2 �7.0�
30 min to 1 K slope �:ingate AnaeroEic test as reIerence�  ï ��.7 �33.��a  ï 31.0 �27.9� �.� �7.7�
1 K to 2 K slope �:ingate AnaeroEic test as reIerence�  ï 29.0 �3�.1�  ï 16.0 �27.9� 9.� ��.0�
2 K to 12 K slope �:ingate AnaeroEic test as reIerence�  ï 13�.6 ��6.1� 
  ï �1.3 �27.9� a 12.9 ��.2�
12 K to 2� K slope �:ingate AnaeroEic test as reIerence�  ï 167.2 ��6.7� 
 
  ï 66.1 �27.9� 
 �.� ��.3�
5epeated sprints test  ï 79.� �36.1� 
  ï 13.1 �30.3� 3.9 ��.6�
&ontinuous 922 test  ï 22.� �3�.6� 6.7 �2�.9�  ï 1.6 ��.��
Intermittent 922 test  ï 60.1 �3�.7�a  ï 2.0 �2�.9�  ï 0.1 ��.��
5epeated sprints test × 3re� to post�e[ercise slope ��.6 ��3.9� 
 39.2 ��1.3�  ï �.0 ��.1�
5epeated sprints test × 3ost�e[ercise to 30 min slope ��.1 ���.7� 21.� ��2.6�  ï �.� �10.��
5epeated sprints test × 30 min to 1 K slope 111.1 ��9.�� 
 79.3 ��2.6� a  ï 3.0 �11.2�
5epeated sprints test × 1–2 K slope ��.� ��3.�� a �1.� ��3.9�  ï 7.0 �12.0�
5epeated sprints test × 2–12 K slope 12.� �60.2� 0.6 ��3.9�  ï 6.1 �12.6�
5epeated sprints test × 12–2� K slope 123.2 ��9.2� 
 29.1 ���.�� �.6 �13.2�
&ontinuous 922 test × 3re� to post�e[ercise slope 77.2 ��2.1� a 6�.� �39.6� a 1.� �7.9�
&ontinuous 922 test × 3ost�e[ercise to 30 min slope 30.6 ��7.7� 1�.0 ��1.7� �.9 �9.9�
&ontinuous 922 test × 30 min to 1 K slope �2.� ��7.9� 67.3 ��1.0� a �.6 �10.��
&ontinuous 922 test × 1–2 K slope 9.� ���.2� �7.9 ��1.0� �.� �11.��
&ontinuous 922 test × 2–12 K slope  ï �.� ��1.3�  ï 2.0 ��1.0�  ï 0.� �11.7�
&ontinuous 922 test × 12–2� K slope 132.3 ���.�� 
 
 �7.7 ��0.3�  ï �.� �12.0�
Intermittent 922 test × 3re� to post�e[ercise slope 79.� ��2.2� a �9.0 �39.6� �.0 �7.9�
Intermittent 922 test × 3ost�e[ercise to 30 min slope 19.3 ��6.��  ï 1�.2 ��0.�� 2.3 �9.9�
Intermittent 922 test × 30 min to 1 K slope 76.2 ���.7� �7.1 ��1.�� 11.2 �10.��
Intermittent 922 test × 1–2 K slope �3.6 ��9.0� �1.� ��1.��  ï 1.6 �11.3�
Intermittent 922 test × 2–12 K slope 9�.� ��2.�� a 26.2 ��1.�� �.2 �11.6�
Intermittent 922 test × 12–2� K slope 131.3 ��1.2� 
 
  ï 2�.7 ��3.1�  ï 0.� �11.7�
 
 
 3 � 0.01�  
 3 � 0.0�� a 3 � 0.10
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bility of hematological parameters is crucial to maintain optimal 
performance [3]. The consistent stability of packed cell volume 
and hemoglobin observed could be meanwhile used as an index 
of general health status before and after performances [4]. 
Because no significant differences between genders were found, 
the results are discussed together.
We found significant modifications on leukocyte counts after 
the effort in all protocols, but, unexpectedly, the change was the 
same for protocols that had 30 s of duration (WANT) as for those 
with more than 20 min of duration, on average (VCONT and 
VINT). In this study all test protocols were maximal. It is well 
known that maximal effort has substantial effects on total WBC, 
probably due to an increase in catecholamines. This is a first 
mechanism that induces the recruitment of marginated leuko-
cytes from the pool ( ̎̂  Fig. 1, Panel a). After a stabilization or 
slight decrease of WBC (in this study 30 min after exercise) the 
second increase in WBC may be triggered by the increase of cor-
tisol [4], which induces the release of leukocytes from the bone 
marrow. In the present study, all protocols showed a tendency 

for a second increase in leukocytes 1 h after exercise ( ̎̂  Fig. 2). 
On the other hand, the lymphocytopenia observed post-exercise 
could be a result of immune cell migration [42], apoptosis [11] or 
both [24]. Considering the effect of 6 series of Wingate anaerobic 
cycle tests on lymphocyte apoptosis and migration, it was 
reported that post-exercise lymphocytopenia was a result of 
immune cell migration, particularly the suppressor T cell subset, 
rather than apoptosis [11]. Observations based on intensive 
treadmill running protocol at 80 % maximal O2 uptake, provided 
evidence that the mobilized lymphocytes appeared to extrava-
sate the peripheral blood compartment [42]. More recently, 
observations considering the effects of 3 consecutive days of 
high-intensity interval running on CD4 +  (helper), CD8 +  (cyto-
toxic), and CD19 +  (B-cells) lymphocyte cell markers of apoptosis 
and migration in untrained individuals who completed an exer-
tion test and later performed 3 consecutive days of an intermit-
tent run protocol to exhaustion were reported [24]. B-cells 
displayed increases in both apoptotic and migratory markers fol-
lowing the first 2 days of intermittent running, and the apoptotic 
response persisted following day 3 [24]. It is possible that the 
ability of exercise to provide a stimulus capable of inducing 
apoptosis is dependent on the duration of exercise. On the other 
hand, the cellular migration had the greatest influence on cyto-
toxic T lymphocytes following each day of the interval runs [24].
In peripheral blood, granulocytes are mainly comprised of neu-
trophils. Neutrophils in part regulate tissue repair by phagocyto-
sis of damaged cells, modulate the function of macrophage 
infiltrators, and eliminate microbial infection [47]. Acute exer-
cise results in a first, rapid and profound neutrophilia (increase 
in blood neutrophil number) followed by a second, delayed 
increase in blood neutrophil counts a few hours later [32]. The 
initial increase is likely due to demargination caused by shear 
stress and catecholamines, whereas the later increase may be 
due to cortisol-induced release of neutrophils from the bone 
marrow [22, 49].

IL-6 and exercise
The first report that acute exercise increased plasma IL-6 con-
centration was published 25 years ago [29]. It was suggested 
that IL-6 was produced predominantly by leukocytes as a 
response to exercise-induced local damage in working muscles. 
However, after the initial findings that circulatory blood cells 
were not the main source of IL-6 during exercise, researchers 
turned their attention to the muscle [35, 38]. In response to 
long-duration and high-intensity exercise, circulating levels of 
IL-6 increase by up to 100-fold [46]. In the current study, the 
levels of IL-6 increased immediately after exercise. These results 
suggest that, regardless of exercise mode or intensity, post-exer-
cise increases in IL-6 may be expected. A trend of higher increase 
was observed for the VINT. This is probably explained by the rela-
tionship between release of IL-6 and bioavailability of carbohy-
drates (CHOs). Although, no association of energy expenditure 
within each exercise protocol with the pattern of IL-6 response to 
the exercise protocols was present in our study, the total energy 
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Aerobic (kcal) Anaerobic Lactic (kcal) Anaerobic Alactic (kcal) Total (kcal)

WANT �.�� � 0.�� 10.7� � 3.32 3.67 � 1.�6 1�.�9 � 3.76
RSA 62.6� � 1�.03 �.79 � 3.27 �.�� � 3.91 76.92 � 20.�2
VCONT 1�9.�6 � 72.�0 �.�7 � 2.30 3.�1 � 2.2� 162.23 � 73.��
VINT 196.00 � 10�.33 10.2� � 2.22 �.22 � 3.�� 211.�7 � 111.�3

Table 4 (nergy system contriEu�
tions and total energy e[penditure 
Ior all protocols.
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expenditure for this test was the highest of all the protocols stud-
ied, with the predominance of CHO utilization ( ̎̂  Table 4). The 
role of glycogen availability in the contracting muscle as a pri-
mary signaling mechanism for IL-6 mRNA expression and 
release into the circulation is unclear [28]. However, this cytokine 
is a very “fuel sensing molecule” and when the higher exercise 
intensity leads to a faster glycogen depletion in the working 
muscles, plasma IL-6 concentration is enhanced [31].
Some authors have shown that more than 50 % of the variation in 
plasma IL-6 following exercise can be explained by exercise 
duration alone [36] during shorter exercise bouts [39]. In this 
study, the difference of total time between the VCONT and VINT 
tests was about 8 min and twenty seconds, on average (included 
the intervals time in VINT), and the lactate concentrations 
(VCONT = 11,2 ± 3,03 mmol/L and VINT = 12,18 ± 1,73 mmol/L, 
data no showed) were not different between protocols (P ≥ 0.05). 
Contributions of the lactic anaerobic system and the aerobic sys-
tem were higher in the VINT when compared to the VCONT 
(p = 0.025 and p = 0.017 respectively), indicating a higher energy 
expenditure and greater use of carbohydrate stores during the 
test. VINT is an intermittent test and the metabolic profiles of 
repeated-sprint performances are strongly dependent on the 
sprint duration and the capacity of recovery during the duration 
of the repeated sprints [2].
The interval workouts in VINT (1-min interval time each 3-min 
of test, larger test) may not have been large enough to allow for 
replenishing of the muscle energy supply, thus, the IL-6 increase 
after exercise was higher than after VCONT. Of note, the anaero-
bic ATP production during a single short-duration sprint ( < 10 s) 
is provided by phosphocreatine breakdown degradation and 
anaerobic glycolysis [9]; however, the relative contribution of 
anaerobic glycolysis to the performance in subsequent sprints 
throughout the repeated tasks is reduced, and is partially 
replaced by an increase in the aerobic metabolism [45].

IL-10 and exercise
Acute exercise bouts have been shown to promote an acute 
phase response, resulting in post-exercise cytokine levels simi-
lar to those observed during sepsis or inflammatory disease 
[30]. Nevertheless, the transient increase in IL-6 circulating lev-
els during exercise appears to be responsible for a further 
increase in circulating levels of anti-inflammatory cytokines 
IL-10 and receptor antagonist 1A (IL-1ra), by stimulating the 
release of cortisol and decreasing the levels of TNF-α. IL-10 is 
known to be produced mainly by regulatory T cells but also by T 
helper 2 (Th2), Th1 and Th17 cells, monocytes, macrophages, 
dendritic cells (DCs), B cells and CD8 +  T cells [14]. Regardless of 
the source, the main function of IL-10 seems to be the down 
regulation of adaptive immune responses and reduction of 
inflammation-induced tissue damage [14]. In fact, IL-10 
decreases the expression of MHC molecules, the intercellular 
adhesion molecule 1 (ICAM1) and co-stimulatory CD80 and 
CD86 molecules in antigen-presenting cells [14]. Furthermore, 
IL-10 compromises the ability of effector T cells to sustain 
inflammatory responses by interfering or completely inhibiting 
the expression of various pro-inflammatory cytokines and other 
soluble mediators. Thus, IL-10 is a potent promoter of an anti-
inflammatory state [7, 21, 44].
In the present study, the time effect for IL-10 concentrations was 
more pronounced in VCONT. IL-10 is not expressed in skeletal 
muscle after exercise [33]. Constitutive expression of IL-10 in 
skeletal muscle cells is low [33], but IL-10 production may have 

increased in response to the early rise in IL-6. Moreover, IL-10 
production during exercise may also depend on changes in the 
numbers of certain T cell subsets [20]. Observations of the effects 
of training status and mode (sprint × endurance) on resting cir-
culating T regulatory (Treg) cell counts and antigen-stimulated 
IL-10 production and the effect of an acute bout of exercise on 
the Treg response showed an association between high training 
loads (endurance) with greater resting IL-10 production and 
Treg cell counts than in sedentary, recreationally active and 
sprint-trained athletes [16]. Regardless of the exercise duration, 
the increase in Treg and antigen-stimulated IL-10 production 
reported after continuous protocols corroborate our results.
Several researchers have compared the effects of interval train-
ing vs. continuous training on hematological and inflammatory 
markers [19, 50, 51]. However, it is difficult to compare studies 
because of varying sample sizes, different exercise protocols, 
recovery times and different biochemical analysis techniques. In 
the present study, the acute response of hematological and 
inflammatory markers after maximal protocols was obtained 
from the same participants, performing all protocol tests under 
identical conditions.
In summary, the acute effects of maximal high-intensity exer-
cise triggers hematological and inflammatory response that 
changes the normal muscle homeostasis. Particularly, the pre-
sent results showed that hematological and inflammatory mark-
ers have a similar pattern of response after acute strenuous 
exercise tests regardless of the duration and mode (intermittent 
vs. continuous) of exercise. The present finding support that 
similar responses after continuous or intermittent acute proto-
cols are observed when exercises are performed to volitional 
failure.
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both groups. Masters athletes showed a higher percentage 
of subjects expressing the FoxP3 (100% for Masters vs. 
78% for Controls, P = 0.038) and TGF-β (89% for Masters 
vs. 56% for Controls, P = 0.002) after exercise and a higher 
plasma IL-10 concentration (15.390 ± 7.032 for Masters vs. 
2.411 ± 1.117 for control P = 0.001, ES = 2.57) at all time-
points. KLRG1 expression in Tregs was unchanged.
Conclusion  Our findings showed that Masters athletes 
have elevated anti-inflammatory markers and maintain the 
number of Tregs, and may be an adaptive response to life-
long training.

Keywords  Treg cells · Master athletes · Aging · FoxP3 · 
TGF-beta · Interleukin-10

Abbreviations
1 h	� 1 h post-exercise
APCs	� Antigen-presenting cells
KLRG1	� Killer cell lectin-like receptor G1
IL	� Interleukin
Pre	� Before exercise
Post	� 10 min into recovery
VO2max	� Maximal oxygen consumption
URTI	� Upper respiratory tract infection
Tregs	� Regulatory T cells

Introduction

Strenuous exercise is commonly associated with increased 
symptoms of upper respiratory tract infection (URTI) in 
athletes (Nieman et al. 1989; Gleeson et al. 2012), suggest-
ing that high-volume exercise may have an immunosup-
pressive effect (Gleeson 2007). The immunological mech-
anisms that underlie this apparent increase in infection 

Abstract 
Purpose  The purpose of this study was to quantify and 
characterize peripheral blood regulatory T cells (Tregs), as 
well as the IL-10 plasma concentration, in Masters athletes 
at rest and after an acute exhaustive exercise test.
Methods  Eighteen Masters athletes (self-reported 
training: 24.6 ± 1.83  years; 10.27 ± 0.24  months and 
5.45 ± 0.42  h/week per each month trained) and an age-
matched control group of ten subjects (that never took part 
in regular physical training) volunteered for this study. All 
subjects performed an incremental test to exhaustion on a 
cycle ergometer. Blood samples were obtained before (Pre), 
10 min into recovery (Post), and 1 h after the test (1 h).
Results  Absolute numbers of Tregs were similar in both 
groups at rest. Acute exercise induced a significant increase 
in absolute numbers of Tregs at Post (0.049 ± 0.021 to 
0.056 ± 0.024 × 109/L, P = 0.029 for Masters; 0.048 ± 0.017 
to 0.058 ± 0.020 × 109/L, P = 0.037 for control) in both 
groups. Treg mRNA expression for FoxP3, IL-10, and 
TGF-β in sorted Tregs was similar throughout the trials in 
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susceptibility in athletes are probably multi-factorial and 
include perturbations of the T-cell compartment (Cosgrove 
et  al. 2012; Tossige-Gomes et  al. 2014; Simpson et  al. 
2015).

Regulatory T cells (Tregs) are crucial in maintaining 
immunological tolerance and negative control of pathologi-
cal immune responses (Fehérvari and Sakaguchi 2004; Sak-
aguchi et al. 2010; Schmidt et al. 2012; de Moura Braz et al. 
2014; Littwitz-Salomon et  al. 2015). Tregs secrete IL-10 
and TGF-β as additional mechanisms to supress target cell 
activity (Corthay 2009). Besides expressing the IL-2 recep-
tor α-chain (CD25), Tregs also express the FoxP3 (Fork-
head Box P3) transcription factor, a control gene that is key 
to their development and function (Campbell and Ziegler 
2007). TGF-β triggers FoxP3 expression in precursors 
(CD4+CD25−) and, together with IL-2, is a key regulator 
of signalling pathways that maintain FoxP3 expression and 
suppressive function in Tregs (Fu et al. 2004; Perry et al. 
2013). Tregs can also express the KLRG1, a marker of 
senescence and differentiation of IL-10 production capac-
ity by Tregs (Tauro et al. 2013). The Killer cell lectin-like 
receptor G1 (KLRG1), ITIM-bearing receptor for cadherin-
family proteins, is expressed on NK cells and on a minor-
ity of CD4+ and CD8+ T cells (Henson and Akbar 2009). 
Given the central role of Tregs in immune homeostasis, 
any age-related loss of Treg function would be predicted 
to contribute to over-active immune function encountered 
in elderly humans as a syndrome of chronic inflammation 
and the age-related increase in the risk for autoimmune 
disorders (Fessler et al. 2013). Conversely, the age-related 
increase in Treg numbers could result in compromised 
immune responses, increasing the risk of malignancies 
and infections amongst the elderly. This expansion of the 
Treg population can only be considered physiologically rel-
evant if the suppressive function of the accumulated aged 
Tregs remains intact. Indeed, IL-10 production by Tregs 
and FoxP3 expression has been shown to be preserved with 
aging (Jagger et al. 2014). However, IL-10 expression was 
elevated among KLRG1+ Treg cells (Tauro et  al. 2013). 
Though KLRG1 serves as a marker for senescence, signal-
ling through KLRG1 could result in altered T-cell function 
(Tauro et al. 2013). Actually, KLRG1+ Treg cells are some-
what more potent than KLRG1− cells in suppressing naive 
T-cell proliferation in vitro (Beyersdorf et al. 2007).

Aging is a natural process, but with increasing life 
expectancy worldwide, activities that can mitigate the 
effects of aging on the immune system are gaining atten-
tion. This includes the practice of exercise/physical activity. 
The impact of exercise on immune system has been exten-
sively studied. However, most studies have investigated the 
acute effects of exercise and there are few research related 
to chronic effects or longitudinal baseline studies. Evi-
dence suggests that circulating numbers of Tregs increase 

following an acute bout of strenuous exercise in humans 
(Handzlik et  al. 2013). Moreover, evidence of an associa-
tion between high training load, increased in vitro antigen-
stimulated IL-10 production and greater numbers of circu-
lating Tregs, supports the hypothesis that Tregs mediate 
inhibitory effects through increases IL-10 production in 
highly physically active individuals, and this may play 
an important role in modifying respiratory infection risk 
(Gleeson and Walsh 2012; Handzlik et al. 2013).

The immune response to acute exercise is transitory and 
variable, being influenced by a range of factors such as the 
intensity, duration, and mode of the exercise. The effects of 
exercise training on immunosenescence are inconsistent, 
probably due to differences in experimental design among 
these studies (Simpson et al. 2012; de Araújo et al. 2013; 
Pollock et al. 2015; Silva et al. 2016).

Masters athletes represent an interesting sub-demo-
graphic group of adults, because many of them express a 
highly unique physiological phenotype that could be termed 
‘exceptionally successful aging’ (Tanaka and Seals 2008). 
Thus, the study of Masters athletes provides an opportunity 
to investigate the effects long-term training on the aging 
immune system per se and the influence of long-term train-
ing adaptations on acute exercise responses. Therefore, the 
purpose of this study was to quantify and functionally char-
acterize peripheral blood Tregs, as well as the expression of 
a senescence marker, in Masters athletes after an exercise 
incremental test to exhaustion.

Materials and methods

Subjects

Nineteen Masters athletes (3 female, 16 male) over 40 
years who had participated in training and competitions for 
more than 20 years volunteered for this study. The study 
also included a healthy, non-smoking and body weight- and 
age-matched control group of ten subjects (four female, 
six male) (Table 1). All participants completed a compre-
hensive health-screening questionnaire before testing com-
menced used for inclusion/exclusion criteria. The inclusion 
criteria for masters was a minimum of 20 years of regular 
training and competition participation. Moreover, the mas-
ter athletes should be currently participating in regular 
training and competition (judo, swimmers, and athletics). 
The inclusion criteria for the control group were to have 
performed no regular physical training in the last 20 years. 
Participants were only included if they were non-smok-
ers and had no known cardiovascular, musculoskeletal or 
neurological diseases or where taking any medication like 
statins.



Eur J Appl Physiol	

1 3

On average, master athletes had an experience of train-
ing of 24.6 ± 1.8  years. Each year, the athletes trained 
10.3 ± 0.2  months and approximately 5  h per week 
(5.5 ± 0.4 h) per month trained. All subjects provided their 
written, informed consent to participate in the study, which 
was approved by the Ethics and Human Subjects Review 
Board at the Faculty of Sports Science and Physical Educa-
tion, University of Coimbra.

Experimental design

Participants arrived at the laboratory at 09:00 having 
refrained from caffeine and alcohol in the previous 24  h 
and avoided strenuous exercise 72 h prior to the laboratory 
procedures. Participants sat quietly for 15 min while they 
completed a comprehensive health-screening questionnaire. 
Resting venous blood samples (15 mL) were taken from 
an antecubital vein by venipuncture in a seated position 
into three vacutainer K3EDTA tubes (Becton–Dickinson, 
Oxford, UK). A maximal protocol test was performed for 
determination of VO2max. Ten min and 1 h into completion 
of exercise protocol 15-mL blood samples were collected 
in the same manner as described before. Haematological 
analysis, plasma IL-10 concentration, flow cytometry pro-
cedures, cell purification, and mRNA expression in purified 
Treg cells are described in the following.

VO2max determination

VO2max was determinate using an incremental cycling pro-
tocol performed on an electro-magnetically braked cycle 
ergometer (Lode Excalibur Sport V4.67, Groningen, The 
Netherlands). After the measurements of body weight, stat-
ure and a pre-test blood sample, participants began cycling 
at 75 W; power output was increased in 25 W every 3 min 
until volitional fatigue. Expired gas was collected via 
breath-by-breath automated gas-analysis system (Quark 
CPET COSMED, COSMED, Rome, Italy). Heart-rate, 

using short range telemetry (COSMED, Rome, Italy), and 
ratings of perceived exertion Borg Cr-10 scale (RPE) were 
recorded each 3-min stage and during the final of the test.

Haematological analysis

Immediately after collection, blood cell counts: total leu-
kocytes, lymphocytes, monocytes, and granulocytes were 
determined using an automated cell counter (Coulter ACT 
Diff, Beckham Coulter, USA).

Cytokines

Plasma was extracted from one of the tubes by centrifuga-
tion at 4 °C, at 2500 rpm for 15 min, and stored at −80 °C 
until further use.

Plasma IL-10 concentration was evaluated using a com-
mercially available ELISA kit, according to the manufac-
turer’s instructions (Invitrogen, CA). The minimum detec-
tion limit for IL-10 was <1  pg/ml. Plasma samples were 
assayed in duplicate. The mean coefficient variation for the 
duplicate analysis was 3.55%.

Flow cytometry

Immunofluorescent staining of whole blood was per-
formed using an eight-colour immunophenotyping strategy 
on a FACSCanto II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) 
identified specific lymphocyte populations and Tregs. 
The peripheral blood cells were stained with the follow-
ing monoclonal antibodies (mAb): anti-human CD3-PB 
(pacific blue, clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA, 
USA), anti-human CD4-APC-H7 (allophycocyanin-hilite 
7, Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, USA), 
anti-human CD8-KO (Krome Orange, Clone 5MZ.332, 
Beckman Coulter, Miami, FL, USA), anti-human CD25-
PE (phycoerythrin, Clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, 
CA, USA), anti-human CD127-FITC (fluorescein isothio-
cyanate, Clone R.34.34, Beckman Coulter), anti-human 
CD27-PECy5 (phycoerythrin–cyanine 5, clone R.8.01, 
Beckman Coulter), anti-human CD45RA-PECy7 (phyco-
erythrin–cyanine 7, Clone L48, BD Bioscience) and anti-
human/mouse KLRG1-APC (allophycocyanin, Clone 2F1/
KLRG1, Biolegend, San Diego, CA). Briefly, peripheral 
blood cells were labelled and incubated for 10 min at room 
temperature in the dark. After this, 2  ml of FACS lysing 
Solution (BD Biosciences) was added; cells were incubated 
at room temperature for a further 10 min and then washed 
with 2 ml of PBS. The tubes were then centrifuged at 540 g 
for 5 min and the supernatant was discarded. The cells were 
resuspended in 0.5 ml PBS, and immediately acquired in a 
FACSCanto II (BD) flow cytometer.

Table 1   Participant characteristics

Values are Mean ± Standard Deviation (SD)
N = Masters (19), Control (10), BMI body mass index, VO2max maxi-
mal oxygen consumption
*P < 0.001 compared to Control group

Control (N = 10) Masters (N = 19) P value

Age (years) 54.2 ± 5.94 53.2 ± 9.08 0.759
Height (cm) 168.6 ± 8.53 170.4 ± 5.29 0.480
Body mass (kg) 70.4 ± 12.93 74.9 ± 15.55 0.444
BMI (kg m− 2) 24.6 ± 3.18 25.7 ± 4.65 0.526
VO2max 

(ml kg min− 1)
29.3 ± 4.14 40.2 ± 11.45* 0.001
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For acquisition initially, 1,000,000 events, correspond-
ing to all nucleated cells present in the sample, were col-
lected and information stored. A lymphocyte population 
was first gated from the PB cells according to their low 
forward and side scatter. T lymphocytes were identified 
according to their positivity for CD3 and typical light scat-
ter. Tregs cells were defined based in the following pheno-
type: CD4+CD25++CD127−/low and subdivided into naive 
(CD45RA+) and memory (CD45RA−) cells. An inver-
sion relationship between CD127 and FoxP3 expressed in 
CD4+CD25++cells has been described (Liu et  al. 2006), 
allowing accurate estimation of this Treg cell popula-
tion via flow cytometry (Handzlik et  al. 2013) (Fig.  1). 
Senescent T cells were detected based on the expression 
of KLRG1+. The FACSCanto II was routinely calibrated 
using Calibrite beads (BD Biosciences) and single labelled 
antibody tubes were used for further compensation adjust-
ments. Data analysis was performed in the Infinicyt ver-
sion 1.7 software (Cytognos, Salamanca, Spain). Absolute 
counts were calculated using a dual platform methodology 
(flow cytometry and haematological cell analyser—Beck-
man Coulter LH 750, Miami, USA).

Cell purification by fluorescence‑activated cell sorting

CD4+CD25++CD127−/low Tregs-cell populations were 
purified by FACS (using a FACSAria II flow cytometer; 
BD) according to their typical phenotype. The purified cell 
populations were subsequently used for mRNA expression 
studies.

Analysis of mRNA expression in purified Treg cells

The content of purified cell sorted CD4+CD25++CD127−/low 
Tregs-cell population, were transferred to a 1.5-mL Eppen-
dorf tube and centrifuged for 5 min at 300 g, and the pellet 
was ressuspended in 350 μL of RLT Lysis Buffer (Qiagen, 
Hilden, Germany). Total RNA was extracted with the RNe-
asy Micro kit (Qiagen) in accordance with the instructions 
of the manufacturer. Total RNA was eluted in a 20-μL vol-
ume of RNase-free water and was reverse-transcribed with 
Tetra cDNA Synthesis (Bioline, London, UK) in accord-
ance with the instructions of the manufacturer. Relative 
quantification of gene expression by real-time polymerase 
chain reaction (PCR) was performed in the LightCycler 480 
II (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). Real-time 
PCRs were carried out using 1× QuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix (Qiagen) and 1× QuantiTect Primer 
Assay (TGF-β1: QT00025718; IL-10: QT00041685; 
FoxP3: QT00048286) (Qiagen) in a final volume of 10 μL. 
The reactions were performed using the following thermal 
profile: one cycle of 10 min at 95 °C, 50 cycles of 10 s at 
95 °C, 20 s at 55 °C and 30 s at 72 °C, one cycle of 5 s at 

95 °C, 1  min at 65 °C and continuous at 97 °C, and one 
cycle of 10  s at 21 °C. Real-time PCR results were ana-
lysed with the LightCycler software (Roche Diagnostics). 
The GeNorm software (Primer Design Ltd., Southampton, 
UK) was used to select the reference genes to normalize 
data. The reference genes used for gene expression analysis 
were cytochrome c1 cytochrome c1 (CYC1; QT00209454) 
and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; 
QT012504271). The normalized expression levels of the 

Fig. 1   Identification of Treg cells via flow cytometry. a CD127 vs. 
CD25 identifying CD3+CD4+CD25++CD127low/− (Treg) cells. b 
FSC-H vs. CD45RA gating naïve (CD4+ CD45RA+) and memory 
(CD4+ CD45RA+) Treg cells
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genes of interest were calculated using the delta Ct (change 
in threshold cycle) method.

Statistical analysis

All data were expressed as mean ± standard deviation. 
Group comparisons were assessed using the Mann–Whit-
ney U test. Sequential changes by acute exercise were 
assessed by repeated-measures analysis of variance for 
data with normal distribution. When the distributions devi-
ated from normal distribution, a Friedman test with Dunn’s 
post hoc test was undertaken to evaluate the statistical dif-
ferences in time. Because no differences between genders 
were found when analysing the Treg subpopulations, final 
statistical analysis where done without separating the sam-
ples by gender. Significance was accepted at P < 0.05. Cor-
relation between subsets populations and age were assessed 
according to Spearman’s rank correlation coefficient. Per-
centage of differences was tested using cross-tabulation 
and Chi-Square Test. All statistical analyses were per-
formed using SPSS 23.0 (SPSS, Chicago, IL). To report 
the strength of the exercise intervention or magnitude of 
effect of condition (Masters vs. control) the Cohen’s effect 
size (ES) was calculated and was categorized by conven-
tion as (d = 0.2 small effect; d = 0.5 medium effect; d = 0.8 
or more, large effect) using G*Power Version 3.1.9.2. The 
graphs are building using the GraphPad Prism version 5.0.

Results

There were no significant differences for height, body 
weight and BMI between groups (Table  1). VO2max was 
higher for master athletes when compared to the older 
group (P = 0.001; Table  1). The exercise induced a sig-
nificant increase of the leukocyte numbers (P = 0.003, 
ES = 1.21). Post hoc analysis revealed that the total leuko-
cyte count returned to pre-exercise values at 1 h (control, 
P = 0.001, ES = 1.57; Masters, P = 0.001, ES = 0.73). Lym-
phocytes exhibited a significant biphasic response to exer-
cise, whereby exercise induced an increase in lymphocyte 
count in both groups at Post (control, P = 0.001, ES = 1.32; 
Masters P = 0.005, ES = 0.82) compared to baseline values; 
however, 1 h post-exercise values were significantly lower 
than Pre for Masters athletes only (P = 0.002, ES = 0.53), 
but returned to baseline for control subjects (P = 0.426). 
Monocytes and granulocytes showed an increase at 
Post (control, P = 0.045, ES = 1.11, Masters, P = 0.054, 
ES = 0.70 for monocytes; control, P = 0.045, ES = 0.50, 
Masters, P = 0.024, ES = 0.40 for granulocytes; Table 2).

To assess any effects of long-term exercise on Tregs, 
we first looked at differences at baseline. There were 
no significant differences in the proportion (%) of 

CD4+CD25++CD127−/low Tregs either within the total 
lymphocytes population or within the CD4+ T-cell 
population, between the two studied groups at baseline 
(Table 3, P = 0.890). The frequency of naïve (CD45RA+) 
and memory (CD45RA−) Tregs subpopulations was also 
similar for both groups (Table 3).

There was no significant effect of acute exercise on 
the proportion of CD4+CD25++CD127−/low Tregs within 
total lymphocytes and CD4+ T cells (Table 3). However, 
acute exercise induced a significant increase in the num-
bers of Tregs at Post (Table  3, P = 0.034, ES = 0.31 for 
Masters; P = 0.033, ES = 0.53 for control) and returned to 
pre-exercise values at 1 h post (Table 3).

The ability of exercise to induce FoxP3, TGF-β and 
IL-10 mRNA expression was evaluated in purified 
CD4+CD25++CD127−/low Treg cells. FoxP3 and TGF-β 
mRNA expression was similar in all measurements from 
both groups. Similarly, IL-10 mRNA expression was not 
altered in response to exercise (Fig.  2; Table  4). Inter-
estingly, in the Masters group the percentage of cases 
where IL-10 mRNA expression was detected remained 
unchanged (Pre = 61.1%; Post = 66.7% and 1 h Post = 50% 
of all subjects), while in the control group there was a 
tendency for a fewer cases expressing mRNA for IL-10 
(Pre = 22.2%; Post = 55.6% and 1  h = 22.2%) (Table  4). 
For FoxP3 and TGF-β after exercise the number of 
detected cases was also different between groups, with 
higher results for Masters athletes (Table  4). Since the 
expression of reference genes CYC1 and GAPDH was 
achieved in all the samples, the negative cases for FoxP3, 
TGF-β and IL-10 mRNA are truly undetectable.

Table 2   Haematological variables and leukocyte counts

Values are Mean ± SD
n Masters (19), control (10). Pre (before), Post (10 min into recovery), 
1 h (1 h after the test), WBC white blood cells
*P < 0.05 from Pre to Post, §P < 0.05 from Pre

Pre Post 1 h

WBC (×109/L)
 Control 6.70 ± 1.41 8.80 ± 1.93* 5.88 ± 1.76
 Masters 6.94 ± 1.89 8.94 ± 3.13* 6.88 ± 2.19

Lymphocytes (×109/L)
 Control 2.00 ± 0.66 3.20 ± 1.03* 1.77 ± 0.66
 Masters 2.00 ± 0.74 3.26 ± 1.75* 1.55 ± 0.92§

Monocytes (×109/L)
 Control 0.41 ± 0.17 0.60 ± 0.17* 0.35 ± 0.10
 Masters 0.45 ± 0.19 0.58 ± 0.18* 0.38 ± 0.18

Granulocytes (×109/L)
 Control 3.80 ± 1.22 4.40 ± 1.17* 3.77 ± 1.64
 Masters 4.05 ± 1.17 4.73 ± 1.91* 4.38 ± 1.68
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Plasma IL-10 concentration was significantly higher 
in Masters athletes compared with the control group 
before and after the exercise test (P = 0.001, ES = 2.57). 
Acute exercise had no influence on IL-10 concentrations 
(Fig. 3).

KLRG1 was not highly expressed on Tregs with 
expression around 2% of Tregs in Masters athletes at 
baseline and 3.1% of Tregs in the control group. This 
remained unchanged Post and 1  h post (Fig.  4). Of 
interest, however, was the number of subjects express-
ing this marker of senescence: 6 out of 18 (33%) in the 
Masters group vs. 5 out of 10 (50%) in the control group 
(Table 4).

Discussion

The purpose of this study was to quantify and character-
ize peripheral blood Tregs after acute, maximal exercise 
in two groups with distinct differences in lifelong exercise 
habits; Masters athletes and an age-matched healthy con-
trol group. The main findings of this study demonstrate that 
both groups have similar levels of resting circulating Tregs 
as well as similar levels of lymphocytes and CD4+ T cells. 
The Masters athlete group have increased activation levels 
of Tregs at baseline when compared to the control group 
(increased percentage of subjects expressing the FoxP3, 
TGF-β and a higher plasma IL-10 concentration).

Masters and Controls had similar numbers of circulat-
ing CD4+CD25++CD127−/low Tregs at baseline, suggest-
ing that lifelong training does not affect these cells num-
bers. Tregs maintain self-tolerance and control excessive 
immune responses to foreign antigens. Age-dependent gain 
of Treg activity may result in weakened immunity, such 
as increased risk of developing malignancies and infec-
tions amongst the elderly. Conversely, age-related loss of 
Treg function would be predicted to cause an over-active 
immune state, which has been reported in elderly as higher 
inflammation status and increased risk for autoimmunity 
(Jagger et al. 2014).

The number of studies examining the effect of exercise 
on Treg function, phenotype, and suppressive effects is 
scarce. Some researchers showed that exercise increases the 
number and function of Treg cells in murine models (Wang 
et al. 2012; Uchiyama et al. 2015), murine asthma models 
(Lowder et al. 2010) and humans (Lages et al. 2008; Hand-
zlik et al. 2013; Teixeira et al. 2014).

We found that absolute counts of 
CD4+CD25++CD127−/low cells increased immediately 
post-exercise in both groups. It is well known that maximal 
efforts have profound effects on total leukocytes, marked 
by an acute inflammatory response that is characterized by 
leukocytosis and leukocyte activation, release of inflamma-
tory mediators and tissue damage (Tossige-Gomes et  al. 
2014). In our study an increase in the absolute number 

Table 3   Frequency (among total lymphocytes or CD4+ T cells) 
and absolute counts (×103/µl) of CD25++CD127−/low Treg cells, in 
response to acute exercise

Values are mean ± SD
n Masters (19), control (10). Pre (before), Post (10 min into recovery), 
1 h (1 h after the test)
*P < 0.05 from Pre to Post

Regulatory T cells Pre Post 1 h

%Total
 Control 0.69 ± 0.25 0.63 ± 0.20 0.65 ± 0.27
 Masters 0.68 ± 0.23 0.61 ± 0.23 0.58 ± 0.25

%CD4
 Control 6.13 ± 1.36 5.72 ± 1.22 6.40 ± 1.80
 Masters 6.80 ± 1.43 6.44 ± 1.42 7.43 ± 0.91

Absolute counts
 Control 0.048 ± 0.017 0.058 ± 0.020* 0.042 ± 0.025
 Masters 0.049 ± 0.021 0.056 ± 0.024* 0.044 ± 0.023

Naïve (% of Tregs)
 Control 11.50 ± 4.91 15.20 ± 8.72 10.17 ± 4.55
 Masters 14.37 ± 7.05 14.15 ± 6.74 11.96 ± 6.11

Memory (% of Tregs)
 Control 88.49 ± 4.91 84.79 ± 8.72 89.82 ± 4.55
 Masters 85.62 ± 7.05 85.84 ± 6.74 87.83 ± 6.02

Fig. 2   Effect of acute exercise on FoxP3, TGF-β and IL-10 gene expression in purified CD4+CD25++CD127low/− Treg cells. Data are shown as 
Mean ± SD (Grey box control group; Black box Masters group). Pre (before), Post (10 min into recovery), 1 h (1 h after the test)
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of granulocytes and monocytes, and lymphocytes was 
observed, arguing that some of the leukocytosis observed 
in the Masters and Control groups may be due to a local 
inflammatory response caused by tissue injury. However, 
this is a temporary response and 1 h after exercise the val-
ues returned to pre-exercise values. Because of this, the 
increase in Tregs observed at Post might simply reflect the 
increase in total numbers of lymphocytes (Handzlik et  al. 
2013).

In addition, the phenotype of circulating Tregs remained 
unchanged, as assessed by the functional markers FoxP3 
and TGF-β. In fact, we did not find any differences in Treg 
FoxP3, TGF-β and IL-10 mRNA expression in both studied 
groups following exercise, but the number of detected cases 
(number of subjects where the expression of these markers 

was detected) was different between groups (Table 4). The 
higher number of detected cases in Masters athletes for 
FoxP3 after exercise implies that lifelong exercise influ-
ences acute exercise responses for transcription factor 
FoxP3 in Masters athletes. Yeh et al. (2009) demonstrated 
that exercise training increased the T-cell expression of 
FoxP3, in the periphery, of type-2 diabetic patients. Yeh 
et al. (2006) also showed that the production of regulatory 
T-cell mediators TGF-β and IL-10 under varicella zoster 
virus stimulation was increased after a 12 week-programme 
of tai chi chuan exercise in middle-aged volunteers. Our 
results showed that acute exercise maintained TGF-β 
detection rates in Masters athletes, but not in the control 
group, where TGF-β detection rates decreased 11% in Post 
and 34% 1  h post-exercise (Table  4). TGF-β has potent 

Table 4   Number of detected 
cases for FoxP3, TGF-β, and 
IL-10 mRNA expression

Pre (before exercise), Post (post-exercise); 1 h (1 h post-exercise)
P Pearson Chi-Square

Genes Pre Post 1 h

Control
 N (%)

Master
 N (%)

P Control
 N (%)

Masters
 N (%)

P Control
 N (%)

Masters
 N (%)

P

FoxP3
 Yes 9 (100) 17 (94) 0.471 7 (78) 18 (100) 0.038 5 (56) 16 (89) 0.050
 No 0 (00) 1 (06) 2 (22) 0 (00) 4 (44) 2 (11)

TGFβ
 Yes 6 (67) 18 (100) 0.009 5 (56) 18 (100) 0.002 3 (33) 18 (100) 0.003
 No 3 (33) 0 (00) 4 (44) 0 (00) 6 (67) 0 (00)

IL-10
 Yes 2 (22) 11 (61) 0.057 5 (56) 12 (67) 0.573 2 (22) 9 (50) 0.166
 No 7 (78) 7 (39) 4 (44) 6 (33) 7 (78) 9 (50)

KLRG1
 Yes 5 (50) 6 (33) 0.387 5 (50) 6 (33) 0.387 5 (50) 6 (33) 0.387
 No 5 (50) 12 (67) 5 (50) 12 (67) 5 (50) 12 (67)

Fig. 3   Acute exercise effects on IL-10 plasma levels. Data are shown 
as mean ± SD (Grey box control group; Black box Masters group). Pre 
(before, Masters n = 16; control n = 8), Post (10  min into recovery, 
Masters n = 16; control n = 10); 1 h (1 h after the test, Masters n = 16; 
control n = 4). *Different from Control, P < 0.001

Fig. 4   Percentage of KLRG1+ Treg cells among CD4+ T cells. Data 
are shown as mean ± SD. Pre (before); Post (10 min into recovery); 
1 h (1 h after the test). Black squares represent group control (n = 6 
from 18 of total; 01 outlier); black circles represent Masters group 
(n = 5 positive cases from a total of 10)
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immunoregulatory properties and has been show to induce 
IgA secretion. This suggests improved mucosal immunity 
defences leading to a lower risk of autoimmune and inflam-
matory disorders (Yeh et al. 2006). Also, TGF-β can play 
an essential role in the suppression of inflammation. TGF-β 
inhibits activity of T and B-lymphocytes and natural killer 
cells. In addition, TGF-β also influences the production of 
other cytokines via FoxP3-dependent and—independent 
mechanisms (Yoshimura et al. 2010).

One of main molecules identified as responsible for 
immunomodulation by Tregs is IL-10. It is, therefore, 
possible that elevation in IL-10 secretion may be associ-
ated with increased numbers of circulating Treg cells, the 
primary source of IL-10 within the body (Gleeson et  al. 
2011). IL-10 appears to be as an immunosuppressive 
cytokine with broad anti-inflammatory properties, in par-
ticular by the inhibition of macrophage and DCs functions. 
IL-10 down regulates the expression of MHC class II and 
costimulatory molecules such as CD80 and CD86, affect-
ing the T-cell-stimulating capacity of APCs  (Fujio et  al. 
2010).

In our study, IL-10 gene expression was similar between 
both groups at baseline (Pre), but IL-10 plasma concentra-
tions were higher in the Masters athletes group. Handzlik 
et  al. (2013) showed that high training loads are associ-
ated with higher resting Treg cell counts and greater IL-10 
production following antigen stimulation. By showing a 
strong relationship between the increase in the number of 
Treg and high production of IL-10 in  vitro, the authors 
suggested that athletes engaged in high training loads had 
a greater ability to secrete IL-10 because of the increase 
in Treg numbers. On the other hand, Hwang et al. showed 
that Tregs from elderly individuals (age >65) inhibited the 
proliferation of responder cells and that the production of 
IL-10 was reduced. This agrees with our results were the 
lower concentrations of IL-10 were found in the control 
group (Fig.  3). Together, these results support the anti-
inflammatory effects of exercise theory proposed by Glee-
son et al. (2011).

Recently, the expression of KLRG1 in Tregs has been 
linked with altered function and senescence (Tauro et  al. 
2013). In a model of autoimmune disease, KLRG1+Tregs 
expressed higher levels of activation markers (FoxP3 and 
CD25) and were at a terminal differentiation stage. Further-
more, KLRG1+ Tregs produced more IL-10. Our results 
showed that a very small percentage of regulatory T cells 
were KLRG1+ and differences (albeit non-significant) 
were observed in the number of cases expressing KLRG1 
between the groups, the Masters group having approxi-
mately 50% less Tregs KLRG1+ when compared with the 
control group.

The discrimination between naïve and memory Tregs 
is biologically relevant. Although both naïve and memory 

Tregs are suppressive, they possess distinct homing recep-
tors that allow migration into either lymphoid organs or 
inflamed tissues, respectively (Miyara et al. 2009; van der 
Geest et  al. 2014). Naïve Tregs might play an important 
role in the maintenance of the Treg pool in adults, whereas 
the increase of memory Treg cells was associated with a 
decreased humoral response to vaccine (van der Geest 
et  al. 2014). Based on the expression of CD45RA, we 
divided CD4+ T cells into naïve (CD45RA+) and memory 
(CD45RA−) cells, but no differences in naïve and memory 
populations were found between controls and Masters. 
Consistent with previous studies (Hwang et  al. 2009); in 
the present study, most of the CD4+CD25++CD127−/low 
cells had the memory phenotype (CD45RA−). Unlike other 
studies (Miyara et  al. 2009; Booth et  al. 2010; van der 
Geest et al. 2014) that showed that the proportions of cir-
culating naïve Tregs decreased with age, whereas memory 
Treg cells were increased (a tendency observed for our con-
trol group), we observed a tendency to maintain/increase 
the proportions of the naïve cells in the Masters athlete 
group, while a maintenance/reduction was observed in the 
control group (Fig. 4). This, however, was not statistically 
significant and a higher number of subjects will need to be 
analysed to substantiate, or not, these findings.

The primary limitation of this study was the small sam-
ple size due to the difficulty in finding masters athletes with 
the training characteristics required for this study. The same 
occurred for the control group, since these individuals had 
to have the social, healthy and physical characteristics 
matched with the athletes. Furthermore, the questionnaire 
to determine the characteristics of training is based on par-
ticipant recall. It is difficult to establish the training his-
tory after a mean training period of 24.6 ± 1.83 years. Our 
intention was to analyse an overview of lifelong training 
providing data of the past and current physical activities of 
participants. Because the training-specific adaptations are 
related to the nature (aerobic-based, resistance-based, bal-
ance-based training), intensity, and duration of the exercise 
training (Chodzko-Zajko et  al. 2009), cautious interpreta-
tion of the results obtained is warranted.

Conclusions

Overall, despite the limitations described above, the results 
of this study have important implications. We show that 
lifelong training appears to be an important non- pharma-
cological intervention that clearly induces a health profile. 
Masters athletes showed high levels of the immunoregula-
tory cytokine IL-10 at rest and in response to a maximal 
exercise test when compared to the age-matched control 
group. The numbers of Tregs were the same in Masters 
and control group suggesting that lifelong training does not 
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interfere in age-related loss or increase in Tregs numbers. 
Moreover, Masters athletes had increased percentage of 
subjects expressing FoxP3 and TGF-β mRNA. This is the 
first study to show that Masters athletes have elevated anti-
inflammatory markers and maintain the number and mark-
ers of activation of regulatory T cells as adaptive responses 
to lifelong training. Future research should include larger 
samples and functional testing.

Acknowledgements  The authors would like to thank all the master 
athletes and others participants that volunteered to contribute in this 
study.

Compliance with ethical standards 

Funding  The study was funded by the Faculty of Sport Sciences 
and Physical Education, University of Coimbra. In addition, the pre-
sent manuscript was accomplished with support from CAPES, Coor-
dination for the Improvement of Higher Education Personnel, Brazil 
(LGM—Grants Number BEX-1417/13−4). AMT and LR are regis-
tered in the unit UID/DTP/04213/2016.

Conflict of interest  All authors declare no conflicts of interest.

References

Beyersdorf N, Ding X, Tietze JK, Hanke T (2007) Characterization of 
mouse CD4 T cell subsets defined by expression of KLRG1. Eur 
J Immunol 37:3445–3454. doi:10.1002/eji.200737126

Booth NJ, McQuaid AJ, Sobande T et al (2010) Different proliferative 
potential and migratory characteristics of human CD4+ regula-
tory T cells that express either CD45RA or CD45RO. J Immunol 
184:4317–4326. doi:10.4049/jimmunol.0903781

Campbell DJ, Ziegler SF (2007) FOXP3 modifies the phenotypic and 
functional properties of regulatory T cells. Nat Rev Immunol 
7:305–310. doi:10.1038/nri2061

Chodzko-Zajko WJ, Proctor DN, Fiatarone Singh M a et  al (2009) 
American College of Sports Medicine position stand. Exercise 
and physical activity for older adults. Med Sci Sports Exerc 
41:1510–1530. doi:10.1249/MSS.0b013e3181a0c95c

Corthay A (2009) How do regulatory T cells work? Scand J Immunol 
70:326–336. doi:10.1111/j.1365-3083.2009.02308.x

Cosgrove C, Galloway SDR, Neal C et  al (2012) The impact of 
6-month training preparation for an Ironman triathlon on the 
proportions of naive, memory and senescent T cells in rest-
ing blood. Eur J Appl Physiol 112:2989–2998. doi:10.1007/
s00421-011-2273-9

de Araújo AL, Silva LCR, Fernandes JR, Benard G (2013) Preventing 
or reversing immunosenescence: can exercise be an immunother-
apy? Immunotherapy 5:879–893. doi:10.2217/imt.13.77

de Moura Braz SC, de Melo AS, da Glória Aureliano de Melo Cav-
alca M et al (2014) Increase in the expression of CD4+ CD25+ 
lymphocytic T cells in the indeterminate clinical form of human 
chagas disease after stimulation with recombinant antigens of 
Trypanosoma cruzi. J Clin Immunol 34:991–998. doi:10.1007/
s10875-014-0092-6

Fehérvari Z, Sakaguchi S (2004) CD4+ Tregs and immune control. J 
Clin Invest 114:1209–1217. doi:10.1172/JCI23395

Fessler J, Ficjan A, Duftner C, Dejaco C (2013) The impact of aging 
on regulatory T-cells. Front Immunol 4:1–6. doi:10.3389/
fimmu.2013.00231

Fu S, Zhang N, Yopp AC et  al (2004) TGF-beta induces Foxp3+ 
T-regulatory cells from CD4+ CD25—precursors. Am J Trans-
plant 4:1614–1627. doi:10.1111/j.1600-6143.2004.00566.x

Fujio K, Okamura T, Yamamoto K (2010) The Family of IL-10-se-
creting CD4+ T cells. Adv Immunol 105:99–130. doi:10.1016/
S0065-2776(10)05004-2

Gleeson M (2007) Immune function in sport and exercise. J Appl 
Physiol 103:693–699. doi:10.1152/japplphysiol.00008.2007

Gleeson M, Walsh NP (2012) The BASES expert statement on 
exercise, immunity, and infection. J Sports Sci 30:321–324. 
doi:10.1080/02640414.2011.627371

Gleeson M, Bishop NC, Stensel DJ et  al (2011) The anti-inflam-
matory effects of exercise: mechanisms and implications for 
the prevention and treatment of disease. Nat Rev Immunol 
11:607–615. doi:10.1038/nri3041

Gleeson M, Bishop N, Oliveira M, et al (2012) Respiratory infec-
tion risk in athletes: association with antigen-stimulated IL-10 
production and salivary IgA secretion. Scand J Med Sci Sport 
22:410–417. doi:10.1111/j.1600-0838.2010.01272.x

Handzlik MK, Shaw AJ, Dungey M et  al (2013) The influence of 
exercise training status on antigen-stimulated IL-10 produc-
tion in whole blood culture and numbers of circulating regula-
tory T cells. Eur J Appl Physiol 113:1839–1848. doi:10.1007/
s00421-013-2614-y

Henson SM, Akbar AN (2009) KLRG1–more than a marker 
for T cell senescence. Age 31:285–291. doi:10.1007/
s11357-009-9100-9

Hwang K-A, Kim H-R, Kang I (2009) Aging and human CD4(+) 
regulatory T cells. Mech Ageing Dev 130:509–517. 
doi:10.1016/j.mad.2009.06.003

Jagger A, Shimojima Y, Goronzy JJ, Weyand CM (2014) Regula-
tory T cells and the immune aging process: a mini-review. 
Gerontology 60:130–137. doi:10.1159/000355303

Lages CS, Suffia I, Velilla PA et al (2008) Functional regulatory T 
cells accumulate in aged hosts and promote chronic infectious 
disease reactivation. J Immunol 181:1835–1848

Littwitz-Salomon E, Akhmetzyanova I, Vallet C, et al (2015) Acti-
vated regulatory T cells suppress effector NK cell responses by 
an IL-2-mediated mechanism during an acute retroviral infec-
tion. Retrovirology 12:66. doi:10.1186/s12977-015-0191-3

Liu W, Putnam AL, Xu-Yu Z et  al (2006) CD127 expression 
inversely correlates with FoxP3 and suppressive function 
of human CD4+ T reg cells. J Exp Med 203:1701–1711. 
doi:10.1084/jem.20060772

Lowder T, Dugger K, Deshane J et al (2010) Repeated bouts of aer-
obic exercise enhance regulatory T cell responses in a murine 
asthma model. Brain Behav Immun 24:153–159. doi:10.1016/j.
bbi.2009.09.011

Miyara M, Yoshioka Y, Kitoh A et al (2009) Functional delineation 
and differentiation dynamics of human CD4+ T cells express-
ing the FoxP3 transcription factor. Immunity 30:899–911. 
doi:10.1016/j.immuni.2009.03.019

Nieman DC, Johanssen LM, Lee JW (1989) Infectious episodes in 
runners before and after a roadrace. J Sports Med Phys Fitness 
29:289–296

Perry C, Pick M, Bdolach N et al (2013) Endurance exercise diverts 
the balance between Th17 cells and regulatory T cells. PLoS 
One 8:1–8. doi:10.1371/journal.pone.0074722

Pollock RD, Carter S, Velloso CP et  al (2015) An investigation 
into the relationship between age and physiological func-
tion in highly active older adults. J Physiol 593:657–680. 
doi:10.1113/jphysiol.2014.282863

Sakaguchi S, Miyara M, Costantino CM, Hafler DA (2010) 
FOXP3+ regulatory T cells in the human immune system. Nat 
Rev Immunol 10:490–500. doi:10.1038/nri2785

http://dx.doi.org/10.1002/eji.200737126
http://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.0903781
http://dx.doi.org/10.1038/nri2061
http://dx.doi.org/10.1249/MSS.0b013e3181a0c95c
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-3083.2009.02308.x
http://dx.doi.org/10.1007/s00421-011-2273-9
http://dx.doi.org/10.1007/s00421-011-2273-9
http://dx.doi.org/10.2217/imt.13.77
http://dx.doi.org/10.1007/s10875-014-0092-6
http://dx.doi.org/10.1007/s10875-014-0092-6
http://dx.doi.org/10.1172/JCI23395
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00231
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00231
http://dx.doi.org/10.1111/j.1600-6143.2004.00566.x
http://dx.doi.org/10.1016/S0065-2776(10)05004-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0065-2776(10)05004-2
http://dx.doi.org/10.1152/japplphysiol.00008.2007
http://dx.doi.org/10.1080/02640414.2011.627371
http://dx.doi.org/10.1038/nri3041
http://dx.doi.org/10.1111/j.1600-0838.2010.01272.x
http://dx.doi.org/10.1007/s00421-013-2614-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00421-013-2614-y
http://dx.doi.org/10.1007/s11357-009-9100-9
http://dx.doi.org/10.1007/s11357-009-9100-9
http://dx.doi.org/10.1016/j.mad.2009.06.003
http://dx.doi.org/10.1159/000355303
http://dx.doi.org/10.1186/s12977-015-0191-3
http://dx.doi.org/10.1084/jem.20060772
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbi.2009.09.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbi.2009.09.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.immuni.2009.03.019
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0074722
http://dx.doi.org/10.1113/jphysiol.2014.282863
http://dx.doi.org/10.1038/nri2785


	 Eur J Appl Physiol

1 3

Schmidt  A, Oberle N, Krammer PH (2012) Molecular mechanisms 
of treg-mediated T cell suppression. Front Immunol 3:51. 
doi:10.3389/fimmu.2012.00051

Silva LCR, de Araújo AL, Fernandes JR, et al (2016) Moderate and 
intense exercise lifestyles attenuate the effects of aging on tel-
omere length and the survival and composition of T cell subpop-
ulations. Age (Omaha) 38:1–16. doi:10.1007/s11357-016-9879-0

Simpson RJ, Lowder TW, Spielmann G et  al (2012) Exercise and 
the aging immune system. Ageing Res Rev 11:404–420. 
doi:10.1016/j.arr.2012.03.003

Simpson RJ, Kunz H, Agha N, Graff R (2015) Exercise and the regu-
lation of immune functions. Prog Mol Biol Transl Sci 135:355–
380. doi:10.1016/bs.pmbts.2015.08.001

Tanaka H, Seals DR (2008) Endurance exercise performance in 
Masters athletes: age-associated changes and underlying 
physiological mechanisms. J Physiol 586:55–63. doi:10.1113/
jphysiol.2007.141879

Tauro S, Nguyen P, Li B, Geiger TL (2013) Diversification and 
senescence of Foxp3+ regulatory T cells during experimental 
autoimmune encephalomyelitis. Eur J Immunol 43:1195–1207. 
doi:10.1002/eji.201242881

Teixeira AM, Rama L, Carvalho HM, et al (2014) Changes in naïve 
and memory T-cells in elite swimmers during a winter train-
ing season. Brain Behav Immun 39:186–193. doi:10.1016/j.
bbi.2014.01.002

Tossige-Gomes R, Ottone VO, Oliveira PN et al (2014) Leukocytosis, 
muscle damage and increased lymphocyte proliferative response 

after an adventure sprint race. Braz J Med Biol Res 0:000–000. 
doi:10.1590/1414-431X20143187

Uchiyama M, Jin X, Yin E et  al (2015) Treadmill exercise induces 
murine cardiac allograft survival and generates regulatory T cell. 
Transpl Int 28:352–362. doi:10.1111/tri.12491

van der Geest KSM, Abdulahad WH, Tete SM et al (2014) Aging dis-
turbs the balance between effector and regulatory CD4+ T cells. 
Exp Gerontol 60:190–196. doi:10.1016/j.exger.2014.11.005

Wang J, Song H, Tang X, et  al (2012) Effect of exercise train-
ing intensity on murine T-regulatory cells and vacci-
nation response. Scand J Med Sci Sport 22:643–652. 
doi:10.1111/j.1600-0838.2010.01288.x

Yeh S-H, Chuang H, Lin L-W et  al (2006) Regular tai chi chuan 
exercise enhances functional mobility and CD4CD25 regu-
latory T cells. Br J Sports Med 40:239–243. doi:10.1136/
bjsm.2005.022095

Yeh S-H, Chuang H, Lin L-W et  al (2009) Regular Tai Chi Chuan 
exercise improves T cell helper function of patients with type 
2 diabetes mellitus with an increase in T-bet transcription fac-
tor and IL-12 production. Br J Sports Med 43:845–850. 
doi:10.1136/bjsm.2007.043562

Yoshimura A, Wakabayashi Y, Mori T (2010) Cellular and molecular 
basis for the regulation of inflammation by TGF-beta. J Biochem 
147:781–792. doi:10.1093/jb/mvq043

http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2012.00051
http://dx.doi.org/10.1007/s11357-016-9879-0
http://dx.doi.org/10.1016/j.arr.2012.03.003
http://dx.doi.org/10.1016/bs.pmbts.2015.08.001
http://dx.doi.org/10.1113/jphysiol.2007.141879
http://dx.doi.org/10.1113/jphysiol.2007.141879
http://dx.doi.org/10.1002/eji.201242881
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbi.2014.01.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbi.2014.01.002
http://dx.doi.org/10.1590/1414-431X20143187
http://dx.doi.org/10.1111/tri.12491
http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2014.11.005
http://dx.doi.org/10.1111/j.1600-0838.2010.01288.x
http://dx.doi.org/10.1136/bjsm.2005.022095
http://dx.doi.org/10.1136/bjsm.2005.022095
http://dx.doi.org/10.1136/bjsm.2007.043562
http://dx.doi.org/10.1093/jb/mvq043



	Página em branco
	ANEXO 3_ Eur J Appl Physiol_2017_Tregs.pdf
	Lifelong training improves anti-inflammatory environment and maintains the number of regulatory T cells in masters athletes
	Abstract 
	Purpose 
	Methods 
	Results 
	Conclusion 

	Introduction
	Materials and methods
	Subjects
	Experimental design
	VO2max determination
	Haematological analysis
	Cytokines
	Flow cytometry
	Cell purification by fluorescence-activated cell sorting
	Analysis of mRNA expression in purified Treg cells
	Statistical analysis

	Results
	Discussion
	Conclusions
	Acknowledgements 
	References


	Página em branco



