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RESUMO 

Batatinha HAP. Efeitos da suplementação de probióticos na modulação das células 

dos sistema imunológico e por consequência nas infecções do trato respiratório 

superior em corredores de longa distância. [Tese (Doutorado em Ciências)]. São 

Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2021 

A suplementação com probióticos apresenta uma importante capacidade 

imunomoduladora e surge como uma importante estratégia para tratar doenças 

autoimunes, doenças crônicas, entre outras. Exercícios prolongados de alta 

intensidade são conhecidos por diminuir a função da células imunológicas, diminuindo 

a performance do atleta e prejudicando sua recuperação. Nossa hipótese foi de que 

30 dias consecutivos de suplementação com probióticos, antes de uma prova de 

maratona, seria capaz de modular as células do sistema imunológico e diminuir a 

incidência de infecções oportunistas. 27 maratonistas do sexo masculino foram 

randomizados de maneira duplo-cega em dois grupos, probiótico e placebo. Os atletas 

do grupo probiótico receberam 30 saches contendo Bifidobacterium-animalis-subsp.-

Lactis (10x10 9) e Lactobacillus-Acidophilus (10x109) + 5 gramas de maltodextrina; os 

do grupo placebo receberam 30 saches do mesmo peso, cor e sabor, contendo 5 

gramas de maltodextrina; eles consumiram 1 sache por dia até o dia da maratona. Foi 

coletado sangue antes do início da suplementação (basal), um dia antes da corrida 

(pré), uma hora após a corrida (pós) e 5 dias após a corrida (recuperação). O grupo 

suplementado com probiótico manteve a população total de linfócitos T CD8+ após a 

prova, bem como as subpopulações de memória efetora. O probiótico também foi 

capaz de modular a resposta dos linfócitos ao estímulo. O treinamento e a maratona 

foram capazes de modular uma subpopulação de linfócitos T duplo negativo 

(CD3+CD4-CD8-) independente da suplementação. Nenhuma diferença estatística foi 

encontrada entre os grupos em relação a incidência e severidade dos sintomas 

associados a infecções do trato respiratório superior.   

Palavras chave: Sistema imunológico, Probióticos, Maratona, linfócitos T, células 

duplo-negativas 
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ABSTRACT 

Batatinha HAP. The effects of probiotic supplementation on the immune cells and on 

upper respiratory tract infection in endurance runners [PhD’s Thesis (Cellular and 

tissue Biology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo; 2020 

 

Probiotic supplementation arises as playing an immune-stimulatory role. High-

intensity and -volume exercise can inhibit immune cell function, which threatens 

athletic performance and recovery. We hypothesized that 30 days of probiotic 

supplementation could stabilize the immune system of athletes preventing immune 

suppression after a marathon race. Twenty-seven male marathonists were double-

blinded randomly into probiotic (Bifidobacterium-animalis-subsp.-Lactis (10x10 9) and 

Lactobacillus-Acidophilus (10x109) + 5 grams of maltodextrin) and placebo (5 grams 

of maltodextrin) group. They received 30 sachets and supplemented 1 portion/day 

during 30 days before the race. Blood was collected 30 days before (rest), 1 day before 

(pre), 1 hour after (post) and 5 days after the race (recovery). Both chronic and acute 

exercise modulated a different T lymphocyte population (CD3+CD4-CD8- T-cells), 

increasing pre-race, decreasing post, and returning to rest values at the recovery. The 

total number of CD8 T cell and the memory subsets statistically decreased only in the 

placebo group post-race. Pro-inflammatory cytokine production by stimulated 

lymphocytes decreased in the probiotic group after the supplementation period. 30 

days of probiotic supplementation maintained CD8 T cell and effector memory cell 

population and played an immunomodulatory role in stimulated lymphocytes. Both, 

training, and marathon modulated a non-classical lymphocyte population regardless of 

probiotic supplementation.  

 

Keywords: T cells, Immune System, Exercise, Marathon, URTI, Gamma-delta T 

cells, MAIT cells. 
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1. INTRODUÇÃO  

Nas últimas décadas pesquisas associam o sedentarismo como um forte preditor 

para o desenvolvimento de doenças (GONZÁLEZ; FUENTES; MÁRQUEZ, 2017); por 

outro lado, a prática regular de exercício física se mostra eficiente tanto na prevenção 

quanto no tratamento de doenças (SIMPSON et al., 2009; STEFANI; GALANTI, 2017). 

Diversas pesquisas comprovam os efeitos anti-inflamatórios da prática regular de 

exercício físico (GIELEN et al., 2003; PETERSEN; PEDERSEN, 2005), sendo este, 

um aliado importante para o tratamento e prevenção de doenças inflamatório-crônicas. 

Entretanto, sessões de exercício físico extenuantes, sem uma recuperação adequada 

podem levar a um quadro de imunossupressão.  

A queda na resposta imunológica, atrelada ao exercício, tem sido bastante 

observada em atletas de endurance (GABRIEL et al., 1998; GUNZER; KONRAD; 

PAIL, 2012). Durante muitos anos foi associado que o exercício extenuante, per si, 

induzia um quadro de imunossupressão transitória. Estudos mostraram que a 

capacidade dos macrófagos em apresentar antígenos estava alterada após uma prova 

de maratona, prejudicando resposta imunológica contra patógenos, e aumentando a 

susceptibilidade a infecções virais ( Hong S, Mills PJ. 2008,Simpson RJ, McFarlin B 

2009). O número e a função dos neutrófilos circulantes e das células T e NK, também 

foram reduzidas em resposta a maratona; bem como menor concentração de 

imunoglobulina A (IgA) salivar (NIEMAN, 2007). Além disso, o exercício exaustivo 

prolongado eleva a concentração de cortisol no soro. A concentração elevada de 

cortisol inibe a proliferação de linfócitos e diminuem a função dos monócitos 

(PETERSEN; PEDERSEN, 2005).  

Ademais, a concentração plasmática de glicose e glutamina, após uma 

maratona, é reduzida (CARVALHO-PEIXOTO; ALVES; CAMERON, 2007); esses dois 

substratos energéticos são os principais meios de obtenção de energia para linfócitos 

e macrófagos (BATATINHA et al., 2019). Levando todos esses aspectos em 

consideração, desenvolveu-se a hipótese de que uma sessão de exercício físico 

exaustivo com duração prolongada, como uma maratona, poderia aumentar a 

incidência de infecções do trato respiratório (ITRS) superior em atletas (NIEMAN, 

2007).   

Estudos mais recentes têm apontado que a condição física em que o atleta 

chega para a prova alvo é muito mais determinante para a imunossupressão 
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transitória, do que o evento agudo (SIMPSON et al., 2020). Isto é, aqueles atletas que 

já chegam em um estrado de overtraining (fadiga crônica) por uma carga excessiva 

de treino, por falta de descanso adequado e planejamento nutricional inapropriado 

possuem chances mais elevadas de desenvolver infecções oportunistas 

(GHOLAMNEZHAD et al., 2014; HACKNEY; KOLTUN, 2012; SCHWELLNUS et al., 

2016).  

Portanto, estratégias que fortaleçam o sistema imunológico desses indivíduos, 

não só no momento da prova, mas também durante os treinamentos, podem ser 

cruciais para prevenir a imunossupressão transitória e o aparecimento de infecções 

oportunistas. 

Na última década pesquisas sobre a microbiota e seu papel junto ao sistema 

imunológico se intensificaram e trouxeram resultados promissores. A microbiota 

intestinal estimula o sistema imunológico e o sensibiliza para responder de maneira 

adequada aos antígenos, diminuindo alergias e melhorando a resposta contra 

infecções. Os SCFAs (do inglês - Short Chain FattyAcids), metabólitos gerados pelas 

bactérias, provindos principalmente do metabolismo de fibras, ativam as células 

dendríticas e macrófagos imaturos, e estimulam a produção de IgA pelos linfócitos B 

(BERMON et al., 2015; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Também regulam a 

expressão dos TLRs (toll-like receptors), desencadeando uma reação em cascata, o 

que ativa a via do NF-kB assim como as células T, aumentando a produção de 

citocinas(LI et al., 2018). Fortalecer então esse micro ecossistema é uma estratégia 

interessante para reduzir ou tratar doenças imunológicas e imunometabólicas.  

Uma vertente que ganha força, para modular a microbiota a fim de fortalecer o 

sistema imunológico e prevenir doenças, é a suplementação de probióticos. Os 

probióticos são micro-organismos vivos que interagem de maneira simbiótica com 

nosso organismo. Eles diminuem a disponibilidade de nutrientes para bactérias 

patogênicas, prevenindo a colonização destas na superfície da mucosa, além de 

produzirem substancias antimicrobianas com elevada capacidade antibiótica (KELLY; 

CONWAY; AMINOV, 2005). O consumo de leite enriquecido com Bifidobacterium 

lactis HN019 5 × 109 ou 5 × 1010 UFC aumenta o número de células T CD4, T CD8 e 

neutrófilos (COX et al., 2010).  

Pensando nesses dados, a suplementação com probióticos pode ser uma 

ferramenta interessante para fortalecer o sistema imunológico dos atletas reduzindo 

assim a imunossupressão transitória. Um estudo com ciclistas revelou que a 
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suplementação de Lactobacillus fermentum 1x109 por 11 semanas reduziu a 

incidência de ITRS em homens, assim como a seriedade dos sintomas quando 

apresentados (WEST et al., 2012).  

Tendo em vista esses estudos nossa hipótese foi que 30 dias de 

suplementação com probióticos seria capaz de fortalecer o sistema imunológico dos 

atletas amadores evitando uma imunossupressão transitória e o aparecimento de 

ITRS.  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Sistema imunológico e exercício  
 

O Sistema imunológico é composto por células (leucócitos) e moléculas que 

tem como função proteger o organismo contra patógenos, prevenir o desenvolvimento 

de doenças e infecções, erradicar infecções já existentes, eliminar células 

malformadas e iniciar o reparo tecidual (ABBAS; LINCHTMAN; PILLAI, 2012). Esse 

sistema é didaticamente dividido em inato e adaptativo, entretanto, ambos atuam de 

maneira conjunta e coordenada o que garante uma resposta imunológica eficiente.  

É chamada de imunidade inata a primeira linha de defesa do organismo, ela 

recebe esse nome por não apresentar uma resposta especifica contra patógenos e 

por estar presente desde os primeiros minutos de vida. Os principais leucócitos que 

compõe esse sistema são os neutrófilos, monócitos e macrófagos, células dendríticas 

e as células natural killers (NK)(Figura 1) (ABBAS; LINCHTMAN; PILLAI, 2012). 

Os neutrófilos atuam principalmente contra infecções bacterianas (LEHRER et 

al., 1988), as células dendríticas são responsáveis pela apresentação de antígenos 

(MACRI et al., 2018), os monócitos se infiltram nos tecidos e se diferenciam em 

macrófagos, estes então possuem uma ação fagocítica, reguladora e de apresentação 

de antígenos (HUME; IRVINE; PRIDANS, 2019). As células natural killer atuam 

principalmente no combate a células cancerígenas e contra infecções virais 

(MORVAN; LANIER, 2016).  

Já a imunidade adaptativa recebe esse nome pois ela se adapta aos diferentes 

estímulos e desenvolve uma resposta específica contra os microrganismos invasores, 

além disso, essa imunidade é responsável pela formação da memória imunológica. 

Os linfócitos B e T são as células que compõe essa imunidade (Figura 1) (ABBAS; 



19 
 

LINCHTMAN; PILLAI, 2012). Eles são ativados a partir da apresentação de antígenos, 

onde se diferenciam e se proliferam respondendo ao estímulo. Os linfócitos B se 

diferenciam em plasmócitos e produzem anticorpos específicos para cada antígeno 

(ABBAS; LINCHTMAN; PILLAI, 2012). Já os linfócitos T possuem duas subpopulações 

os Linfócitos T auxiliares (ou T helper do inglês), também conhecidos como CD4; que 

produzem citocinas; e os Linfócitos T citotóxicos, também conhecidos como CD8, que 

possuem uma ação citotóxica inativando células infectadas por contato direto (ABBAS; 

LINCHTMAN; PILLAI, 2012).  

 

Figura 1. Formação e diferenciação dos Leucócitos. A célula tronco hematopoiética 

da origem a linhagem mieloide e linfoide. A linhagem mieloide se diferencia em 

mieloblasto, precursor dos granulócitos basófilos, eosinófilos e neutrófilos; e 

monoblasto, precursor dos monócitos. A linhagem linfoide é precursora das células 

NK e dos linfócitos T e B.  

Tanto o sistema imune inato, quanto o adaptativo, são responsivos ao exercício 

físico. No fim dos anos 80, o grupo do professor David Nieman começou a estudar a 

resposta do sistema imunológico frente ao estresse promovido pelo exercício físico 

(NIEMAN et al., 1989; NIEMAN; JOHANSSEN; LEE, 1989). Seus resultados 

revelaram que atletas que eram frequentemente submetidos a exercícios físicos 

intensos e prolongados apresentavam maior susceptibilidade para desenvolver 

infecções oportunistas, mais comumente chamadas de infecções do trato respiratório 

superior (ITRS). Entretanto, aqueles que praticavam atividade regular em uma 
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intensidade moderada (60-70% da capacidade máxima) apresentavam menos 

sintomas associados a ITRS (NIEMAN et al., 1993).   

Uma sessão de exercício físico, principalmente o aeróbio, induz uma alteração 

profunda na composição e no número total de leucócitos circulantes; essas células 

aumentam de duas a cinco vezes, dependendo da duração e intensidade do exercício, 

e retornam aos valores de repouso de 6 a 24 horas após o término da sessão (WALSH 

et al., 2011). Os neutrófilos são os principais responsáveis por esse aumento, seguido 

pelos monócitos e pelos linfócitos. 

Essa leucocitose acontece, principalmente, pelo aumento da atividade 

simpática que induz a liberação de catecolaminas. Estas se ligam aos receptores beta 

adrenérgicos expressos pelas células imunológicas fazendo com que as células 

migrem para periferia (SHARMA; FARRAR, 2020).  

Dentre as células mobilizadas pelo exercício, aquelas que possuem funções 

mais efetoras e citotóxicas, e se encontram em estado de maturação e diferenciação 

mais avançado, são preferencialmente mobilizadas. As células NK e os linfócitos T 

CD8, conhecidos por terem função citotóxica, são mobilizados em maior quantidade 

do que linfócitos T CD4 e linfócitos B, células com baixa capacidade citotóxica 

(SIMPSON et al., 2016). Mesmo dentro da população de células citotóxicas, aquelas 

mais diferenciadas, que possuem um estágio de maturação avançado são mobilizadas 

em maior quantidade. Os linfócitos T CD8 com fenótipo efetor de memória que 

expressam CD45Ra (EMRA), o último estágio de maturação, são mobilizados em 

maiores proporção do que os linfócitos T CD8 em estágios anteriores de maturação 

(Naïve, memória central e memória efetora) (CAMPBELL et al., 2009). Células que 

apresentam o fenótipo EMRA possuem menos capacidade proliferativa, entretanto 

respondem rapidamente a antígenos. 

Além do mais, tanto pesquisas em humanos quanto pesquisas em modelo 

animal, têm mostrado que o exercício regular de intensidade moderada melhora a 

resposta de linfócitos a estímulos (DRELA; KOZDRON; SZCZYPIORSKI, 2004), 

aumentam a capacidade de fagocitose de monócitos e neutrófilos, aumentam a 

concentração de imunoglobulina A (IgA) (NEHLSEN-CANNARELLA et al., 1991) e 

diminuem a inflamação sistêmica (BATATINHA; ROSA NETO; KRÜGER, 2019).   

Sugerindo que a prática de exercício físico modula a resposta do sistema imunológico, 

tanto de maneira aguda, como crônica (treinamento físico), podendo ser um fator 

protetor contra o desenvolvimento de infecções e doenças inflamatórias.  
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Com relação a exercícios físicos de alta intensidade e longa duração, a 

resposta pode ser diferente. Após uma sessão aguda, na fase de recuperação, é 

comum que ocorra uma linfopenia, onde os linfócitos circulantes sofrem uma queda 

de 30-50%, em comparação com os valores de repouso, por um período de até 6 

horas (SIMPSON et al., 2015).  Nesse período tanto as células da imunidade inata 

quanto adaptativa podem apresentar uma função reduzida. A partir daí a hipótese da 

“janela aberta” foi desenvolvida, onde pesquisadores sugeriram que devido à queda 

na função e na contagem das células imunológicas, no período de recuperação de 

exercícios intensos e prolongados, os atletas ficariam mais vulneráveis ao 

desenvolvimento de infecções oportunistas (KAKANIS et al., 2010; NIEMAN, 1994b; 

PEDERSEN; BRUUNSGAARD, 1995).  

Muitos estudos acabaram associando este declínio na função de algumas 

células imunológicas e na produção de IgA, em resposta ao exercício físico 

prolongado, com o aumento de sintomas de infecções do trato respiratório superior 

em atletas (COUTO et al., 2013; NIEMAN, 1994a). Entretanto, estudos mais recentes 

mostram que este quadro aparece com mais frequência quando está associado a um 

outro agente estressor, como, períodos intensos de treinamento físico sem devida 

recuperação, competições em condições extremas (altitude, temperaturas elevadas 

ou muito baixas), viagens longas, estresse psicológico elevado ou distúrbios de sono 

(EDWARDS et al., 2018; WALSH, 2018; WALSH et al., 2011). Sugerindo que o 

exercício físico prolongado, por si só, não seja o principal desencadeador da queda 

da imunidade que pode levar a infecções oportunistas (SIMPSON et al., 2020).  

Em um trabalho de revisão publicado recentemente, Campbell e Turner (2019), 

contrapõem essa ideia inicial de “janela aberta”. Os autores propõem que esse período 

ocorre devido a um aumento do estado de vigilância e regulação da atividade 

imunológica após o exercício físico, e que a linfopenia observada é decorrente de uma 

redistribuição das células imunológicas para os tecidos periféricos (ex: intestino, 

pulmões), locais os quais há uma facilitação para entrada de agentes invasores. Os 

autores sugerem, portanto, que não é correto afirmar que há uma queda geral na 

função do sistema imunológico após exercícios físicos prolongados; mas sim que 

ocorrem alterações em relação a concentração de IgA salivar e na frequência e 

funcionalidade dos linfócitos (CAMPBELL; TURNER, 2019). O que por si só, não 

levam ao aumento de quadros infecciosos.    
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2.2. O efeito do exercícios sob a mobilização, função e apoptose 
dos linfócitos 

 

Como mencionado acima, o exercício físico agudo induz uma leucocitose 

transitória. Esse fenômeno começou a ser observado no fim dos anos 80, época 

(NIEMAN et al., 1989) em que as pesquisas na área de imunologia do exercício se 

intensificaram; anos depois, os cientistas desvendaram que a mobilização dos 

leucócitos em resposta ao exercício físico é dependente de catecolaminas 

(PEDERSEN et al., 1997; PETERSEN; PEDERSEN, 2006). Durante o exercício físico 

há uma ativação do sistema nervoso simpático (SNS), responsável por liberar 

catecolaminas (FRENCH et al., 2007); e, concomitantemente, do eixo hipotalâmico-

pituitário-adrenal (HPA), induzindo o aumento de cortisol circulante minutos após o 

término do exercício físico (ROJAS VEGA et al., 2006). Esse movimento resulta no 

aumento da concentração de norepinefrina e epinefrina circulante; o que induz uma 

rápida mobilização de linfócitos.  

Os subtipos celulares preferencialmente mobilizados são aqueles mais 

diferenciados, que apresentam uma função efetora aumentada, bem como, maior 

potencial de migração (DIMITROV; LANGE; BORN, 2010; GRAFF et al., 2018). Neste 

contexto, as células NK, conhecidas por seu potencial citotóxico, são as mais 

sensíveis a ação das catecolaminas e representam o subtipo de linfócitos mais 

mobilizados pelo exercício físico (BIGLEY et al., 2014; GRAFF et al., 2018). Os 

linfócitos T gamma-delta (γδ), uma subpopulação ainda pouco estudada, porém com 

alta capacidade citotóxica, foram descritos recentemente por serem altamente 

responsivos ao efeitos do exercício físico, aumentado sua concentração na circulação 

em resposta ao aumento das catecolaminas (BAKER et al., 2019); ainda, as células 

expostas a ação do exercício físico apresentaram uma capacidade de proliferação 

aumentada, em comparação com as células coletadas no repouso (BAKER et al., 

2019). As células T CD8, outro subtipo de linfócitos citotóxicos,  são também altamente 

mobilizadas em resposta ao exercício físico; no entanto, aquelas subpopulações que 

já foram expostas a antígenos e possuem um estágio de maturação elevado, são 

preferencialmente mobilizadas (ANANE et al., 2009b; MURRAY et al., 1992). As 

células Naïve, bem como os linfócitos T CD4 e linfócitos B são também mobilizados, 

porém, em uma magnitude menor (GRAFF et al., 2018).  
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A dependência das catecolaminas nesse processo foi comprovada em estudos 

onde os pesquisadores utilizaram outros modelos de estresse (estresse psicológico, 

infusão de adrenalina) e obtiveram resultados semelhantes à sessão aguda de 

exercício físico; linfocitose com mobilização preferencial de subtipos citotóxicos 

(ANANE et al., 2009a). Indo um pouco mais a fundo, os cientistas descobriram que 

esse efeito é dependente do receptor adrenérgico β2, uma vez que o bloqueio da 

sinalização via β2, mas não via β1, compromete a mobilização de linfócitos pelo 

exercício físico (BAKER et al., 2019; GRAFF et al., 2018). Contudo, os linfócitos que 

são preferencialmente mobilizados para circulação sanguínea, são aqueles que 

apresentam maior densidade e/ou sensibilidade de receptores β2. Células NK, 

linfócitos T γδ, e linfócitos T CD8 de memória central e memoria efetora, apresentam 

grande concentração de receptores adrenérgicos β2, em comparação com células 

Naïve, linfócitos CD4 e linfócitos B (SLOTA et al., 2015). Estudos demostram que o 

treinamento físico é capaz de aumentar a concentração de receptores adrenérgicos 

β2 nas células imunológicas (GÁLVEZ et al., 2019).  

É importante ressaltar que a mobilização de linfócitos, em decorrência do 

aumento da concentração de catecolaminas, promovido pelo exercício físico agudo, 

ocorre de maneira transitória e depende da intensidade e da duração da atividade. A 

grande maioria dos linfócitos mobilizados durante o exercício físico egressam da 

circulação sanguina em questão de minutos (ROONEY et al., 2018). Em casos de 

exercícios físicos extenuantes, a concentração de linfócitos ao término da sessão 

pode ser inferior à de repouso (SIMPSON et al., 2015). Pesquisadores sugerem que 

esse efeito de rápida mobilização e egressão de linfócitos efetores seja uma maneira 

do sistema imunológico preparar o corpo para combater possíveis exposições a 

antígenos e realizar o reparo de possíveis lesões (DHABHAR, 1998, 2009). Os 

linfócitos são preferencialmente mobilizados do baço para a circulação sanguínea 

(PEDERSEN et al., 2016), e após a sessão de exercício físico são direcionadas para 

os pulmões, e para as placas de Peyer no intestino (KRÜGER et al., 2008), locais de 

maior contato com o meio externo (Figura 2).   

Além da mobilização e tráfico dos linfócitos, as catecolaminas liberadas durante 

o exercício agudo também podem alterar a função das células imunológicas. Linfócitos 

T tendem a polarizar para o fenótipo Th2, aumentando a produção de IL-4 e 

diminuindo a produção de IFNγ (HUANG et al., 2015). Lancaster e colaboradores 

(2004) mostraram que tanto o exercício físico agudo exaustivo, quando um período 
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intenso de treinamento, diminuíram a capacidade dos linfócitos em produzir IFNγ 

quando estimulados; entretanto, após 2 semanas de recuperação, em um regime de 

treinamento físico menos intenso, a produção de IFNγ, pelos linfócitos, for normalizada 

(LANCASTER et al., 2004). Corroborando com esse achados, Witard e colaboradores 

(2012) demostram que uma semana de treinamento físico intenso reduziu a resposta 

neuroendócrina e a mobilização de linfócitos T CD8, quando comparado com o 

treinamento físico moderado (WITARD et al., 2012). Esses resultados indicam que 

repetidas doses de exercícios físicos extenuantes sem uma devida recuperação, 

podem prejudicar a vigilância do sistema imunológico.  

Um outro conceito que deve ser pontuado, em relação a linfopenia observada 

após o exercício agudo, é a apoptose dos linfócitos. Morte por apoptose é um 

mecanismo natural consequente da resposta imunológica dos linfócitos, que garante 

a manutenção da homeostase e eliminação de células senescentes (KRÜGER; 

MOOREN, 2014); no entanto, apoptose exacerbada pode resultar na perda do 

potencial de defesa do organismo. A intensidade do exercício físico é o fator chave na 

indução de apoptose dos linfócitos. Estudos mostraram que, após exercícios físicos 

intensos, houve um aumento tanto no percentual, quanto o número total de linfócitos 

circulantes em apoptose (KRÜGER et al., 2009; MOOREN et al., 2002). Esse aumento 

parece estar muito mais relacionado com a intensidade do que com a duração. 

Exercícios físicos de intensidade moderada, entretanto, não apresentam relação com 

a indução de apoptose em linfócitos (KRÜGER et al., 2009; MOOREN et al., 2002). 

Efeitos similares são encontrados em órgão e tecidos. Camundongos que correram 

na esteira em alta intensidade apresentaram aumento dos marcadores de apoptose 

nos linfócitos localizados na placa de Peyer, timo, baço, pulmão e medula óssea 

(HOFFMAN-GOETZ; QUADRILATERO, 2003; HOFFMAN-GOETZ; ZAJCHOWSKI; 

ALDRED, 1999).  

Assim como ocorre na circulação sanguínea, o exercício físico moderado não 

altera os linfócitos infiltrados nos tecidos (KRÜGER et al., 2009). O treinamento físico, 

no entanto, tem um efeito positivo no controle dos mecanismos de apoptose. Atletas 

bem treinados, apesar de ainda apresentarem linfopenia, contam com um redução na 

apoptose de linfócitos circulantes após a realização de exercícios físicos extenuantes 

e prolongados (Figura 2) (MOOREN; LECHTERMANN; VÖLKER, 2004; PETERS et 

al., 2006). O mesmo resultado pode ser observado para linfócitos intestinais de 

camundongos, após uma sessão aguda de exercício físico, camundongos não 
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treinados apresentaram aumento nos sinais de apoptose no linfócitos intestinais, 

comparado com aqueles que tiveram acesso a roda voluntaria por 4 meses 

(DAVIDSON; HOFFMAN-GOETZ, 2006). Os mecanismos por trás desse processo 

parecem estar relacionados com a capacidade antioxidante celular. Linfócitos isolados 

do baço de camundongos treinados apresentaram ser menos sensíveis a indução de 

apoptose por altas concentrações de peroxido de hidrogênio (AVULA et al., 2001). 

  

 

 

Figura 2. Comportamento dos linfócitos antes, durante e após um evento esportivo 

prolongado de alta intensidade. 1- Indivíduos treinados e bem preparados chegam para 

o momento da prova (antes) com o sistema imunológico fortalecida; durante a prova há uma 

leucocitose com mobilização preferenciada de linfócitos T com características citotóxicas e 

efetoras, e células NK; Após o evento, há uma linfopenia transitória, pois os linfócitos que 

foram mobilizados para circulação sanguina, são redistribuídos para órgãos periféricos como 

pulmão e placas de Peyer no intestino, para combater possíveis agentes invasores, 

aumentando o estado de vigilância. Alguns linfócitos sofrem apoptose (mecanismo natural 

decorrente da proliferação de linfócitos). Esse cenário não promove um risco aumentado para 

o desenvolvimento de infecções oportunistas. 2- Indivíduos pouco preparados ou em 
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estado de overtraining chegam para o momento da prova (antes) com um sistema 

imunológico exausto e não funcional. Durante a prova há uma leucócitos, porém os linfócitos 

citotóxicos e efetores não são mobilizados com tanta frequência, como observado no quadro. 

Após o evento alguns linfócitos são direcionados para os órgãos periféricos, porém há um 

aumento na morte por apoptose e diminuição na função celular. Isso gera uma linfopenia 

estendida (por até 6 horas) aumentando o risco para o desenvolvimento de infecções 

oportunistas.  

2.3. Linfócitos, substratos energéticos e suplementação nutricional 
esportiva 

 

Como células do sistema adaptativo, os linfócitos são extremamente plásticos 

e possuem a capacidade de alterar seu metabolismo de acordo com a disponibilidade 

e o tipo de substratos no meio em que estão inseridos. De maneira geral as células 

naïve necessitam de baixos níveis de ATP, porém de maneira constante; para isso 

elas utilizam glicose e ácidos graxos como substratos energéticos e produzem ATP 

preferencialmente pela fosforilação oxidativa mitocondrial (MACIVER; MICHALEK; 

RATHMELL, 2013). Quando esse linfócito é ativado, há uma necessidade aumentada 

de ATP, fosfolipídios, nucleotídeos e NADPH, para que a célula possa crescer, se 

proliferar e exercer sua função efetora; com isso a célula altera seu metabolismo de 

oxidativo para glicolítico, utilizando glicose e glutamina como principais substratos 

energéticos  (ALMEIDA et al., 2016).  

A via da glicólise é utilizada para produção rápida de energia e extremamente 

essencial para que a célula prolifere e execute sua função efetora, além da produção 

rápida de ATP, a glicólise também produz NAD+, que é convertida em NADH e 

fundamental nos processos de biossíntese, que dão suporte para o crescimento e 

proliferação (O’NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016). O bloqueio da glicólise, na fase 

de diferenciação dos linfócitos T CD8, faz com que a célula assuma um fenótipo de 

memória, ao invés de uma fenótipo efetor (SUKUMAR et al., 2013). Ainda, linfócitos T 

que são ativados em um meio com baixa concentração de glicose, diminuem a 

sinalização citosolica de cálcio, levando a uma ativação defeituosa (HO et al., 2015). 

A glutamina é o aminoácido mais abundante e é utilizado para síntese proteica 

em todos os tipos celulares. No entanto, as células imunológicas, utilizam a glutamina 

também para produção de energia. Com a mudança repentina do metabolismo 

oxidativo para o metabolismo glicolítico, durante a fase de ativação e proliferação 
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celular, grande parte da glicose é direcionada para via glicolítica. Com isso, a célula 

converte glutamina em α-cetoglutarato para servir de combustível para o ciclo de 

Krebs (JOHNSON et al., 2016). Neste processo a glutamina também é utilizada como 

doadora de nitrogênio o que suporta a síntese de nucleotídeos, fundamental para 

proliferação celular (JOHNSON et al., 2016). Linfócitos T cultivados em um meio 

privado de glutamina, falharam no processo de ativação, proliferação e produção de 

IL-2 (CARR et al., 2010). Células Naïve T CD4, cultivadas sem adição de glutamina 

no meio de cultura, não conseguem se diferenciar para Th1 efetor e aumentam a 

expressão de marcadores de células T regulatórias (MACIVER; MICHALEK; 

RATHMELL, 2013). Esses trabalhos sugerem que glicose e glutamina são substratos 

energéticos fundamentais para que os linfócitos possam ser ativados, se proliferem e 

exerçam sua função da maneira esperada.  

Durante o exercício físico intenso e prolongado há uma demanda aumentada 

de glicose para suprir a contração muscular e o aumento da frequência cardíaca, 

esses eventos levam a diminuição na concentração de glicose circulante e na 

disponibilidade desse substrato para outros tipos celulares (GOODWIN, 2010) (como 

células do sistema imunológico, por exemplo). A concentração de glutamina também 

é alterada. Após uma sessão aguda de exercício físico intervalado de alta intensidade, 

a concentração de glutamina no soro encontrou-se diminuída, quando comparado com 

o momento basal (WALSH et al., 1998). Exercícios físicos prolongados demostram 

afetar a concentração de glutamina de uma maneira mais proeminente, quando 

comparado com exercício físico de curta duração (ROBSON et al., 1999).  

A glutamina é, em sua grande maioria, produzida, armazenada e liberada pelo 

musculo esquelético (AGOSTINI; BIOLO, 2010). O exercício físico moderado tem sido 

associado com aumento da síntese de glutamina e, concomitantemente, na sua 

concentração circulante. Entretanto, o exercício físico exaustivo diminui a ação da 

enzima glutamina sintetase, impactando negativamente na concentração de glutamina 

muscular e circulante (DOS SANTOS et al., 2009). Atletas que apresentam a síndrome 

de overtraining tem queda na concentração plasmática de glutamina de maneira 

crônica (CASTELL, 2003).  

Essa queda na disponibilidade de substratos energéticos afeta diretamente o 

sistema imunológico, e é considerada, por alguns pesquisadores, como um dos 

fatores que contribuem para o aumento do risco de infecções oportunistas após 

eventos esportivos. Indivíduos que foram submetidos a dieta com baixos níveis de 
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carboidrato, e executaram exercício físico submáximo em uma situação de baixa 

disponibilidade de glicogênio, apresentaram redução na função dos linfócitos T de das 

células NK (WALSH et al., 2011). Nesse contexto, muitos estudos buscaram investigar 

os efeitos da suplementação de carboidratos e glutamina para mitigar os efeitos do 

exercício físico exaustivo sob o sistema imunológico.  

Resultados de que a ingestão de L-glutamina é capaz de manter a 

concentração de glutamina plasmática após exercícios físicos prolongados e 

exaustivos pareciam promissores (CASTELL et al., 1997; ROHDE; MACLEAN; 

PEDERSEN, 1998), entretanto estudos mais detalhados mostraram que essa 

manutenção da concentração plasmática não tem relação direta com a função e 

proliferação das células imunológica (HISCOCK; PEDERSEN, 2002; KRZYWKOWSKI 

et al., 2001). Apesar disso, estudos em modelo animal mostram que a suplementação 

de glutamina foi capaz de diminuir estresse oxidativo, inflamação e lesão muscular 

após uma sessão de exercício físico prolongado (CRUZAT; ROGERO; TIRAPEGUI, 

2010; CRUZAT; TIRAPEGUI, 2009).  

Suplementação com carboidratos antes, durante e depois mostra efeitos 

positivos sob a função das células imunológicas. Lancaster e colaboradores (2005) 

mostraram que ciclistas que ingeriram 30 ou 60g de carboidrato por hora, durante 

2h30min pedalando, tiveram a função dos linfócitos T CD4 e T CD8 recuperada, bem 

como aumento na produção de IFNγ (LANCASTER et al., 2004). Além disso, a 

ingestão de carboidratos antes, durante e depois uma prova de ultra endurance (2 dias 

de prova) aumentou a proliferação dos linfócitos T e a resposta à estimulação com 

antígenos (BISHOP et al., 2005). A suplementação aguda de carboidratos parece ter 

impacto direto na função imunológica, enquanto a glutamina parece ser importante 

para regeneração muscular. É importante ressaltar que os estudos com 

suplementação de carboidrato foram realizados em atletas saudáveis, que não 

apresentavam sinais de fadiga ou síndrome de overtraining. De maneira geral, uma 

intervenção crônica, com dieta balanceada e períodos de descanso estratégicos 

durante o ciclo do treinamento; com suplementação de carboidrato aguda, durante os 

treinos longos e nos eventos esportivos, parecem ser mais eficazes para manutenção 

de um sistema imunológico saudável e funcional.   
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2.4. Probióticos, sistema imunológico e exercício  
 

Probióticos são microrganismos vivos que podem conferir diversos benefícios 

à saúde do hospedeiro, quando administrados de forma correta. Existem diferentes 

cepas, com diversas concentrações e combinações, podendo ser multi-especies, 

espécie única, em uma matriz alimentar (ex: leites fermentados), capsulas ou saches. 

Estudos tem mostrado a utilização de probióticos como um impacto positivo no 

tratamento de diversas doenças inflamatórias (KANG & IM et al., 2017), como asma, 

artrite, síndrome do intestino irritado, diabete mellitus tipo 2; alergias e intolerâncias 

como lactose (SANCHEZ, et al., 2017); e doenças de origem neurológica.    

Os efeitos positivos da utilização de probióticos dependem das espécies, da 

concentração e do período total de uso. Os probióticos, de maneira geral, protegem o 

intestino contra infecções, principalmente em situações de maior susceptibilidade; 

entretanto, além do efeito local, esses microrganismos também possuem uma ação 

sistêmica, através da produção de diferentes metabólitos (MARKOWIAK; 

ŚLIŻEWSKA, 2017). 

Os efeitos mais conhecidos e estudados são: reduzir e neutralizar bactérias 

patogênicas, melhorar a função barreira, produzir neurotransmissores, modular o 

sistema imunológico e interagir com a microbiota residente.  

A redução na colônia de bactérias patogênicas vem por meio da competição 

por sítios de ligação e por nutrientes e substratos para o crescimento, como 

prebióticos; além disso, os probióticos alteram o PH intestinal, desfavorecendo a 

proliferação de bactérias patogênicas, e produzem substâncias antimicrobianas 

(O’TOOLE; COONEY, 2008). A partir da digestão de fibras e carboidratos, os 

probióticos produzem ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), esse metabolitos podem 

ser utilizados pela microbiota residente favorecendo o aumento de colônias de 

bactérias comensais. Ainda, os AGCC são absorvidos pelas células epiteliais 

intestinais atingindo a circulação sanguínea e agindo de forma sistêmica (LI et al., 

2018). 

Em relação ao sistema imunológico os AGCC agem como imunomoduladores, 

induzindo uma resposta pró inflamatória com o intuito de aumentar a ação das células 

imunológicas no combate à infecções; ou uma resposta anti-inflamatória a fim de 

diminuir a inflamação crônica (LI et al., 2018).  Além disso, os probióticos interagem 

com as células que compõe o GALT (do inglês: “The gut-associated lymphoid tissue” 
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–massa de tecido linfático associada as células epiteliais intestinais, composta por 

linfócitos T e B, macrófagos, células dendríticas, entre outros), melhorando a 

capacidade fagocítica de macrófagos, bem como a capacidade de apresentação de 

antígenos pelas células dendríticas; os probióticos também estimulam a produção de 

IL-10 e Imunoglobulina A (IgA) (BRITTI et al., 2006).  

A função barreira está diretamente relacionada com a interação entre os 

probióticos e o sistema imunológico. A barreira intestinal é composta pelo epitélio 

intestinal, pela lâmina própria e pela camada de muco. As junções epiteliais possuem 

um papel importante na manutenção da integridade dessa barreira. Estudos com 

animais germ-free mostraram que a colonização com probióticos aumentou a 

expressão genica e proteica da zonula de oclusão, ZO-1, nas células epiteliais 

intestinais (UKENA et al., 2007) e a co-cultura de epitélio intestinal com o probiótico L. 

rhamnosus GG aumentou a proteína claudina-1 (JOHNSON-HENRY et al., 2008). 

Enquanto Lactobacillus plantarum MB452 aumentou a expressão genica e proteica de 

ZO-1, ZO-2, ocludina e claudina. Essas proteínas compões a junção de oclusão, que 

adere as paredes celulares de células vizinhas, impedindo a passagem de 

microrganismos e substâncias pelo espaço intercelular (ANDERSON et al., 2010).  

No contexto do esporte, a utilização de probióticos tem mostrado efeitos 

positivos quanto a diminuição de infecções oportunistas, bem como a melhora de 

sintomas gastrointestinais e diminuição da permeabilidade intestinal. Corredores 

suplementados com Lactobacillus Fermentum VRI-003 por 30 dias demonstraram 

redução no número de dias com sintomas de infecções o trato respiratório superior e 

apresentaram moderado aumento nas concentrações de IgA salivar e produção de  

IFNγ por linfócitos T circulantes (COX et al., 2010).  

Em relação à permeabilidade intestinal, a suplementação de 28 dias com um 

probiótico composto por diferentes espécies (Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, 

L. casei, L. plantarum, L. fermentum, B. lactis, B. breve, B. Bifidum, Streptococcus 

thermophilus) foi capaz de diminuir endotoxinas bacterianas circulantes e parâmetros 

da permeabilidade intestinal, bem como aumentar as concentrações de IL-10; em 

corredores, após a realização de um exercício físico até a exaustão sobre 

temperaturas elevadas (SHING et al., 2014).   

Um trabalho recente publicado, com maratonistas amadores, demonstrou que 

ocorre um aumento dos sintomas gastrintestinais no último terço de uma corrida de 

maratona (> 30 km) e que a suplementação de um mix de probiótico (Lactobacillus 
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acidophilus, Bifidobacterium bifidum and Bifidobacteriumanimalis subs p. Lactis) por 

28 dias, foi efetiva em minimizar a severidade destes sintomas. Além disso, os autores 

demonstram correlação entre o aumento dos sintomas gastrointestinais o declínio da 

performance (PUGH et al., 2018).  

Estudos sugerem que a diminuição de sintomas gastrointestinais em atletas 

suplementados com probióticos, esteja relacionado com a melhora da função barreira 

(PYNE et al., 2015), possuindo uma correlação direta com a via de sinalização 

inflamatória. Os probióticos interagem com o receptor do tipo Toll Like-2 (TLR-2), 

presente na superfície das células epiteliais intestinais, ativando uma cascata de 

sinalização via MyD88 (do inglês “Myeloid differentiation primary response 88”), que 

ativa o fator de transcrição NF-kB, produzindo  citocinas pro inflamatórias como TNFα, 

IFNγ e IL-6 (CARIO; GERKEN; PODOLSKY, 2007; WELLS et al., 2011). De maneira 

controlada, a ativação destes mediadores inflamatórios seria benéfica para preservar 

a integridade do epitélio intestinal, por estimular a expressão de proteínas da junção 

de oclusão (LEITE et al., 2019). 

Embora estudos apontem resultados positivos da suplementação de 

probióticos em atletas, com relação aos sintomas de infecções e sintomas 

gastrintestinais. A interação entre os probióticos e alterações na função e atividade 

das células imunológicas, nesse contexto, precisam ser melhor investigadas.   
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3. OBJETIVO 

O objetivo geral do estudo foi verificar se a suplementação com probióticos é 

capaz de fortalecer o sistema imunológico dos atletas amadores evitando uma 

imunossupressão transitória e o aparecimento de ITRS.  

3.1. Objetivos específicos da proposta  

• Avaliar a função e produção de citocinas pelos linfócitos e os mecanismos 

envolvidos neste processo; 

• Verificar se há alteração nas populações de linfócitos T de memória e 

efetora; 

• Avaliar se a suplementação de probióticos é capaz de alterar parâmetros 

inflamatórios sanguíneos; 

• Verificar a relação entre a suplementação com probióticos e a incidências 

de infecções oportunistas no trato respiratório superior. 
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4. JUSTIFICATIVA  

Estudos evidenciam que atletas que realizam provas de longa duração e alta 

intensidade (meia-maratona, maratona, ultramaratona, triátlon e maratona aquática) 

apresentam maior propensão ao desenvolvimento de infecções do oportunistas após 

a realização de provas alvos (aquelas em que eles vão para bater o melhor tempo). 

Isso acarreta uma queda de desempenho, prejudica o treinamento e aumenta a 

procura por ajuda médica. Além disso, o número de indivíduos que realizam esse tipo 

de atividade vem aumentando de maneira exponencial na última década no nosso 

país. Portanto o estudo de estratégias que auxiliem na manutenção do sistema 

imunológico nessa população é de suma necessidade.    

Nas últimas décadas estudos tem evidenciado o papel importante da microbiota 

no desenvolvimento e fortalecimento do sistema imunológico; ainda nesse contexto a 

suplementação com probióticos tem surgido como uma ferramenta importante 

auxiliando no tratamento e prevenção de doenças crônico inflamatórias. No entanto 

são escassos os estudos que avaliam os efeitos da suplementação de probióticos no 

sistema imunológico dos atletas de endurance.    

O melhor entendimento da associação entre microbiota e probióticos e sistema 

imunológico, nessa população específica (corredores de longa distância) auxiliará em 

medidas alternativas que poderão reduzir substancialmente a incidência das infecções 

oportunistas, evitando que esta evolua para quadros mais graves como pneumonia 

(infecção do trato aéreo respiratório inferior). Além disso, a remissão ou prevenção 

desses episódios permitirá uma melhor recuperação pós-prova, permitindo assim a 

recuperação mais rápida para o treinamento do atleta, além de diminuir possíveis 

problemas de saúde pública. 
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5. MÉTODOS 

5.1. Procedimentos Éticos 

A participação no estudo ocorreu após explicação e detalhamento dos objetivos 

e procedimentos metodológicos, e para o cumprimento das diretrizes de ética em 

pesquisa com seres humanos, estabelecidas pela resolução 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde (BRASIL, 2012), os sujeitos interessados em participar do estudo 

assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) na primeira visita ao 

laboratório. Foi garantindo sigilo de todas as informações fornecidas e resultados 

obtidos, sendo concedido para estes os resultados de seus exames.  O material 

coletado foi utilizado exclusivamente na pesquisa proposta, e os resultados obtidos 

foram divulgados em publicações científicas, sejam eles favoráveis ou não, sem 

mencionar nenhum dado pessoal dos sujeitos participantes da pesquisa. Este trabalho 

foi aprovado pela comissão de ética em pesquisa envolvendo seres humanos do 

instituto de ciências biomédicas da Universidade de São Paulo e da plataforma Brasil 

número CAAE: 61892116.9.0000.5467 

5.2. Amostra 

 100 corredores de maratona foram contatados para fazerem parte do estudo. 

42 decidiram não participar, 18 foram excluídos pois apresentavam um ou mais 

critérios de exclusão e 2 não participaram por outros motivos. 38 atletas foram 

randomizados duplo cego em grupo placebo (n=19) e probiótico (n=19). 5 sujeitos do 

grupo placebo e 6 do grupo probiótico descontinuaram a intervenção por problemas 

gastrointestinais e/ou lesões. Os resultados apresentados são referentes a 27 atletas 

(placebo n=14; probiótico n=13). 

 O tamanho da amostra foi determinado através de estudo piloto prévio e com 

auxílio do site de estatística do governo australiano (National Statistical Service, 2012) 

sendo considerado um tamanho do efeito (effect size) moderado (d = 0,25), poder de 

explicação (Power) de 0,80 e um nível de α igual a 0,05. (National Statistical Service, 

2012). 

5.2.1. Critérios de Inclusão 

• Praticantes de corrida por no mínimo 2 anos;  

• Treinamento mínimo de 5x por semana;  

• Idade entre 20-50 anos;  
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• Eutróficos.  

5.2.2. Critérios de Exclusão  

• Apresentar problemas de saúde (Doenças cardiovasculares, respiratórias, 

crônico degenerativas, distúrbios psicológicos ou em tratamento psiquiátrico 

conforme avaliação médica);  

• Fazer uso regular de alimentos que contenham probióticos;  

• Apresentar alterações no Eletrocardiograma (ECG) de repouso e de esforço 

e na avaliação clínica conduzida por um médico que inviabilize a realização 

de exercício físico;   

• Ser fumante e/ou usar drogas de abuso;  

• Fazer uso de qualquer medicamento que pudesse interferir nos resultados 

do estudo (antifúngico e/ou antibiótico nos últimos 6 meses, anti-

inflamatórios nos últimos 15 dias e que fizessem uso de anabolizantes);  

• Fazer uso de qualquer suplemento, que não seja carboidratos, proteínas e 

vitaminas os quais serão registrados. 

 

5.3. Protocolo experimental  

Os maratonistas compareceram ao laboratório um mês antes da prova onde 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, fizeram a avaliação corporal 

pelo método do bodyPod (item 5.4), fizeram a primeira coleta de sangue (item 5.5) 

(correspondente ao momento basal), responderam ao questionário de frequência 

alimentar e foram orientados a preencher um recordatório de treinos por 30 dias (item 

5.11) 

Neste momento eles foram randomizados de forma aleatória com auxílio do 

programa MINITAB® em um modelo duplo cego, em grupo suplementado e grupo 

placebo.  O grupo suplementado recebeu 30 saches contendo Bifidobacterium 

animalis subsp. Lactis (10x109) e Lactobacillus Acidophilus (10x109) associados a 5g 

de maltodextrina, enquanto o grupo placebo recebeu 30 saches de mesmo formato, 

cor e textura, contendo 5g de maltodextrina. Eles foram orientados a consumir 1 sache 

por dia dissolvido em água, preferencialmente antes de dormir, até o dia da prova 

(totalizando 30 dias de suplementação). Todos os atletas foram contatados de forma 

individual 3 vezes por semana durante todo o período de suplementação; neste 
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contato eles reportavam qualquer sintoma associado a suplementação, e se estavam 

consumindo o suplemento de maneira adequada.  

No dia anterior à maratona os atletas retornaram ao laboratório para outra coleta 

de sangue (momento pré), eles responderam novamente o questionário de frequência 

alimentar e entregaram o recordatório de treino referente aos 30 dias antecedentes a 

prova.   

No dia da prova foi armada uma estrutura para receber os atletas com os objetos 

necessários para coleta de sangue com uma enfermeira responsável para realizar os 

procedimentos. Logo após o término da maratona os atletas se dirigiram à tenda. A 

coleta de sangue foi realizada uma hora após o tempo reportado em que eles 

cruzaram a linha de chegada (momento pós).  

Cinco dias após a prova os maratonistas retornaram ao laboratório para a última 

coleta de sangue (momento recuperação).  

Do dia 1 ao dia 10 após a maratona os atletas responderam um questionário online 

sobre sintomas e severidade dos sintomas de infecções do trato respiratório superior.  

A figura abaixo ilustra o desenho experimental (Figura 3). 

 

Figura 3: Ilustração do Desenho experimental.  

5.4. Composição corporal 

A massa corporal foi aferida em uma balança com precisão de 0,1g. A estatura 

foi mensurada com auxílio de um estadiômetro vertical com precisão de 1mm. A 

gordura corporal e massa muscular foram determinadas por meio da pletismografia, 

de corpo inteiro (air displacement plethysmography, BOD POD® body composition 

system; Life Measurement Instruments, Concord, CA, USA). (FIELDS; GORAN, 2000; 
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FIELDS; HUNTER; GORAN, 2000). Antes das avaliações o aparelho foi calibrado 

utilizando um cilindro com volume conhecido (50.173 litros) seguindo as orientações 

do manual. A balança utilizada para obter o peso corporal é acoplada ao aparelho e 

foi calibrada antes de cada teste utilizando-se um referencial conhecido de 20kg. Após 

esta calibração, os voluntários foram avaliados usando roupa de banho e touca de 

natação e não foi permitido o uso de óculos ou objetos metálicos como brincos, anéis, 

correntes, piercing etc. Para realização do teste os voluntários estavam em jejum de 

pelo menos 3 horas. 

O processo de avaliação foi realizado a partir das instruções do manual. Os 

dados pessoais do voluntário são incluídos no software. Em seguida, é realizado uma 

pré-calibração exigida pelo equipamento e, logo após, o voluntário é pesado na própria 

balança do aparelho que possui sensibilidade de três casas decimais. Então, ele é 

orientado a entrar no aparelho, ficar sentado sem se movimentar durante o teste, 

respirando normalmente. Cada mensuração total leva em média dez minutos. O 

método de avaliação da composição corporal baseia-se nos dados inseridos no 

software e no volume ocupado pelo voluntário, observando-se o princípio de Boyle. 

Assim, foram medidas as variações entre a pressão e o volume para se determinar a 

densidade corporal do sujeito.  

 

5.5. Coleta de Sangue  

Para medida dos parâmetros bioquímicos foram coletados em cada um dos 

diferentes momentos 30ml de sangue, 20ml em tubo de EDTA e 10ml em tubo seco. 

O sangue coletado em EDTA foi utilizado para cultura de células, imunofenotipagem, 

hemograma e para análise do sangue total estimulado, e os 10ml coletados em tubo 

seco foram centrifugados a 3000rpm durante 15 minutos a 4°C para extração do soro; 

metade do soro foi utilizada na cultura de células e a outra metade foi armazenada em 

freezer -80°C para posteriores dosagens. 

 

5.6. Sangue total estimulado  

5ml de sangue coletados em tudo contendo EDTA foram divididos em 2 tubos 

falcon, contendo 2ml em cada; em um dos tubos foi acrescentado 200ul de LPS. Todos 

os tubos foram agitados por 1h. Após esse período foram centrifugados a 3000 rpm 
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durante 15 minutos a 4°C para extração do soro, o qual foi armazenado em freezer -

80°C para posteriores dosagens. 

5.7. Análises Bioquímicas  

A concentração das citocinas interleucina (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, IL-

1β, Fator de necrose tumoral Alpha (TNFα) e Interferon-Gama (IFNγ) no soro 

resultante do sangue total estimulado e no meio de cultura dos Linfócitos foi obtida 

utilizando o kit multiplex obtidos da empresa R&D Systems, USA 

5.8. Cultura de células e isolamento dos linfócitos  

Para cultura e isolamento dos linfócitos um tubo de EDTA contendo 5ml de 

sangue total foi lavado com 3ml de PBS. A solução total foi colocada em um falcon 

contendo 3ml de hitopaque 1119 e 3ml de hitopaque 1077 (nesta ordem). O falcon foi 

centrifugado a 1800rpm por 30 minutos para separação dos granulócitos e PBMC (do 

inglês: peripheral blood mononuclear cells). Após esse processo tanto os granulócitos 

quando as PBMCs foram lavadas com PBS e centrifugadas por 10 minutos a 1800rpm 

a 4 graus. Então, o sobrenadante foi descartado e o pelet gerado por este processo 

foi ressuspendido em meio de cultura enriquecido com 10% do soro do próprio atleta 

e 2% de penicilina. As PBMCs foram então plaqueadas em placa costar de 6 poços e 

deixadas em estufa por 2 horas para que os monócitos pudessem aderir a placa e os 

linfócitos ficassem no sobrenadante. Após esse período o meio contendo linfócitos foi 

coletado.  

Os linfócitos foram plaqueados em placa costar de 96 poços (5x105 

células/poço), estimulados com 1ul de PMA e mantidos em estufa por 48h. Após esse 

período o meio com as células em suspensão foi coletado, centrifugados por 10 

minutos a 1800rpm a 4 graus. O sobrenadante foi armazenado para análise da 

produção de citocinas e o pellet de células armazenado para extração de RNA.  

5.9. Imunofenotipagem de sangue total  

Para a imunofenotipagem foi utilizado o sangue coletado em tubo de EDTA. 

Foram separados 100ul de sangue total em um tubo de ensaio e acrescido 2ml de 

RBC Lysis Solution, obtido da empresa QUIAGEM, USA. O tubo foi mantido a 37 graus 

por 10 minutos; centrifugado a 1800rpm por 10 minutos. As células formaram um pelet, 

o qual foi lavado duas vezes com PBS (com centrifugação entre as lavagens). Após a 

última centrifugação os linfócitos foram marcados com CD45 (PERcP – BL3), CD3 
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(FITC-BL1), CD4 (APC-RL1), CD8 (PE- BL2), CD45Ra (Alex700 – RL2) e CD27 

(Pacific Blue – VL1). Os tubos foram encubados na ausência de luz durante 30min. 

Após esse período foram lavados com PBS, centrifugados e o pelet final foi 

ressuspendido com PBS 2% BSA. A leitura foi executada no citometro de fluxo (figura 

4) Attune NxT da empresa Thermo Fhisher Scientific, USA. 

 

Figura 4. Estratégia de gating para os linfócitos T analisados por citometria de 

fluxo. CD45 (PERcP – BL3), CD3 (FITC-BL1), CD4 (APC-RL1), CD8 (PE- BL2), 

CD45Ra (Alex700 – RL2) e CD27 (Pacific Blue – VL). memória central (CM), memória 

efetora (EM), memória efetora RA (EMRA).  

5.10. Extração de RNA e PCR real-time  

O RNA total dos linfócitos foi extraído como descrito por Chomczynski e Sacchi 

(1987) e quantificado no espectrofotômetro (260 nm/280 nm) (CHOMCZYNSKI; 

SACCHI, 1987). O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total por transcriptase reversa 

utilizando o kit high-capacity cDNA (Applied Biosystems, Foster, CA). A expressão 

genica foi quantificada por PCR real-time utilizando SYBR power Green Master Mix 

(Applied Biosystems) como agente fluorescente. GAPDH foi utilizado como controle 

endógeno. A sequência dos primers está descrita na tabela 1. 
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Tabela 1. Sequência dos primers utilizados para análise da expressão gênica  

Gene Primer Forward Primer Reverse 

PLZF GAGATCCTCTTCCACCGCAAT CCGCATACAGCAGGTCATC 

RORC GTGGGGACAAGTCGTCTGG AGTGCTGGCATCGGTTTCG 

TLR-4 TTTGCTCTTATGGATTGTCCCC CATTGATGCAGCACAGTTGTC 

NF-κB GAAGCACGAATGACAGAGG GCTTGGCGGATTAGCTCTTTT 

GAPDH ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG GCCATCACGCCACAGTTTC 

 

5.11. Questionários 

5.11.1. Questionário de Consumo e Frequência alimentar   

A fim de avaliar o consumo energético e de macronutrientes (carboidratos, proteína 

e lipídeos) foram aplicados o questionário de frequência alimentar ELSA-BRAZIL 

(MOLINA et al., 2013) e o diário alimentar de três dias. O Questionário de Frequência 

Alimentar – Foi aplicado no momento basal, a fim de mensurar os hábitos alimentares 

dos voluntários. O Diário alimentar de três dias não consecutivos (sendo 2 dias da 

semana e 1 dia do fim de semana) foi administrado em dois momentos distintos, após 

a entrevista inicial e na semana que precede a prova. Estes questionários foram 

aplicados por uma nutricionista treinada e capacitada.  

5.11.2. Questionário de Infecções do Trato Respiratório Superior (QITRS)  

O monitoramento dos sintomas de infecções do trato respiratório superior foi 

realizado a partir do questionário Wisconsin Upper Respiratory Symptom Survey – 21 

(WURSS – 21), proposto por Barret e colaboradores (BARRETT et al., 2005). O 

questionário contém 21 questões do tipo survey, que buscam avaliar informações 

relacionadas à saúde, que são negativamente afetadas por sintomas de resfriados 

comuns. Todos os itens são baseados em uma escala do tipo Likert de 0 a 7 pontos. 

 

5.11.3. Recordatório de treinos  

O Volume de treino dos voluntários foram expressos a partir da média das 

distâncias percorridas utilizando o logaritmo descrito por (Damasceno et al., 2014). As 

medidas foram coletadas por meio de um registo de treino preenchido durante todo o 

período de suplementação. 
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5.12. Análise estatística  

Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (DPM) e 

analisados por Anova two-Way com medidas repetidas, seguido por Tukey como teste 

post-hoc. As análises foram realizadas utilizando-se o programa GRAPHPAD PRISM 

8.0. Os dados são significativamente diferentes se p≤0,05. 
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6. RESULTADOS  

6.1. Caracterização da amostra 

Estão descritos na tabela 2 dados amostrais dos grupos placebo e probiótico. 

Para as variáveis, Idade, Altura, Massa Corporal Total e Massa Livre de Gordura, não 

foram verificadas diferenças estatísticas entre os grupos. Já no que se refere a Massa 

Gorda (p=0,01) e Densidade Corporal (p=0,02) foram encontradas diferenças 

significativas entre os grupos. 

 

 Tabela 2- Dados descritivos da amostra  

 Placebo Probiótico P 

Idade (anos) 40,46 ± 7,79 35,96 ± 5,81 0,09 

Altura (metros) 1,75 ±0,08 1,75 ±0,06 0,78 

MCT (kg) 72,67 ±10,20 79,30 ±10,99 0,11 

MG (kg) 11,32 ± 4,40 16,79 ± 5,80* 0,01 

MLG (kg) 61,12 ±9,03 62,51 ± 6,78 0,89 

DC (kg/l) 1,06± 0,01 1,05± 0,01* 0,02 

Dados apresentados em média ±desvio padrão, *diferente do placebo. Significância p<0,05 

Legenda: MCT- Massa Corporal Total; MG – Massa Gorda; MLG- Massa Livre de Gordura; 

DC- Densidade Corporal. 

 

Na Tabela 3 estão descritos os dados relacionados ao volume de treino 

realizado durante os 30 dias antecedentes à maratona. Para o tempo de prova o grupo 

probiótico apresentou diferença significativa em relação ao grupo placebo (p=0,04) 

apresentando tempo de prova superior. Em relação ao período de treino precedente 

a prova, não foram encontradas diferenças estatísticas para o tempo gasto por 

semana e os quilómetros percorridos, sugerindo um volume de treino semelhante 

entre os grupos.  
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Tabela 3 - Recordatório de treino  

 

Tempo de Treino (h)  

                Semana 1 p Semana 2 p Semana 3  p Semana 4  p 

PLA 4,03±2,24 0,3 4,28±0,52 0,9 3,33±2,08 0,95 4,11±2,08 >0,99 

PRO 6,30±3,33 5,31±2,30 4,28±2,38 4,26±2,52 

 

              Distância Percorrida (km) 

               Semana 1 p Semana 2 p Semana 3 p Semana 4  p 

PLA 44,08±27,7 0,9 54,90±28,5 >0,99 74,48±57,2 0,91 77,48±85,61 0,75 

PRO 69,21±29,9 62,67±25,4 48,28±24,7 44,10±22,1 

Legenda:  KM= Quilômetros; H=Horas ; PLA= Grupo Placebo; PRO= Grupo 

Probiótico 

 

Os dados foram coletados em 3 diferentes provas de maratona durante os 

anos de 2017 e 2018. As condições climáticas no início das competições e o número 

de atletas de cada competição são apresentados na Tabela 4. Estão incluídos no 

número de participantes apenas aqueles que completaram todos os processos do 

protocolo experimental. Em nenhuma das provas houve associação entre 

temperatura e humidade relativa do ar elevada, o que facilitaria um quadro de 

desidratação nos atletas.  

 

Tabela 4 - Dados descritivos das provas de maratona realizadas nos anos de 

2017 e 2018 

Prova  Temperatu

ra  

URA Atletas  

City Marathon 2017® 19oC 77% 7 

Maratona Internacional de São Paulo2018® 15oC 86% 7 

City Marathon 2018® 21oC 55% 13 

Legenda: URA- Umidade relativa do ar  

 

Nos momentos basal e pré, os atletas responderam um questionário sobre 

consumo alimentar. Os dados estão apresentados na Tabela 5. Não foram 
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encontradas diferenças significativas entre os grupos ou entre os momentos para o 

consumo energético total, macronutrientes e fibras.  

 

Tabela 5 - Dados referentes ao consumo alimentar dos atletas 30 dias (basal) e 

1 dia antes da prova (pré) 

 Basal  

P 

Pré  

p  Placebo Probiótico  Placebo Probiótico  

ET(kcal) 2514,9 ± 962,9 2948,6±1105,4 0,8 2282,6±577,5 2617,6±974,2 0,8 

Cho (g) 342,8± 162,03 385,2 ±197,1 0,9 317,3±142,9 342,8±164,3 0,9 

Prot (g) 106,9 ±44,4 136,5±97,9 0,4 88,8 ±21,08 128,2±30,7 0,3 

GT (g) 104 ±48,5 94,6 ± 40,4 0,5 74,6± 38,3 81,4±34,6 0,9 

GS (g) 36,8 ±16,7 29,5±22,4 0,3 24,2±19,4 23,7± 10,5 0,8 

GM (g) 21,6 ±14,1 19,2±13,8 0,9 11,3±5,34 14,8±6,9 0,9 

GP (g) 8,6 ± 6,1 7,8 ± 3,6 0,3 13,2 ±10,7 6,6 ±4,6 0,9 

Col(mg) 474,4±250,8 469,8 ±384,2 0,9 377,6 ± 363,4 491,1 ±397,0 0,9 

Fb (g) 23,6 ± 10,5 25,6± 15,6 0,9 24,9± 19,1 15,6±15,2 0,7 

Legenda: ET= energia total; CHO= Carboidratos; PROT= proteínas; GT= gordura total;  GS= 

gordura saturada; GM= gordura monosaturada; GP= Gordura poliinsaturada; 

COL=cholesterol; Fb = fibras.  

 

Logo após a maratona os atletas responderam um questionário simplificado 

sobre o consumo alimentar durante a prova. Não houve diferenças significativas entre 

os grupos em relação ao consumo energético total, macronutrientes e fibras. 
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  TABELA 6 - Dados referentes ao consumo alimentar dos atletas durante a 

prova de maratona 

 Durante a prova de Maratona  

p Placebo Probiótico  

ET(kcal) 526,36±317,97 678,20±172,88 0,56 

Cho (g) 109,07± 60,74 137,66±112,66 0,41 

Prot (g) 4,60± 8,47 9,49±29,55 0,56 

GT (g) 7,98 ±16,52 11,41±28,33 0,70 

GS (g) 0,79±2,57 2,46±8,44 0,49 

GM (g) 0,12±0,38 0,94±3,47 0,65 

GP (g) 0,23±0,69 0,44±1,54 0,39 

Col(mg) 0 24,98±93,29 0,33 

Fb (g) 1,58±1,76 2,30±4,20 0,59 

Legenda: ET= energia total; CHO= Carboidratos; PROT= proteínas; GT= gordura total;  GS= 

gordura saturada; GM= gordura monosaturada; GP= Gordura poliinsaturada; 

COL=cholesterol; Fb = fibras.  

 

6.2. Produção de citocinas no sangue total estimulado 

Em cada um dos momentos de coleta, o sangue total dos atletas foi estimulado 

por uma hora com LPS, e a produção de citocinas foi avaliada no plasma. Um Sangue 

não estimulado foi utilizado como controle. As diferenças observadas foram em 

relação ao estímulo com LPS e ao tempo, e não entre os grupos; por esse motivo, e 

para uma melhor visualização, as figuras estão separadas em placebo (Figura 5) e 

probiótico (Figura 6). IL-4 e INFy não foi alterado em relação ao estimulo e ao tempo 

para nenhum dos grupos (Figuras 5A e 6A); no entanto, ambos os grupos 

apresentaram um aumento de IL-10 no momento pós, independente do estimulo com 

LPS(Figuras 5B e 6B), esses valores voltaram ao próximos ao basal 5 dias após 

(momento rec). Apesar de não estatístico, IL-6 seguiu o mesmo padrão da IL-10; e, 

de maneira interessante, nos momentos basal, pré e rec o grupo probiótico produziu 

IL-6 apenas sob estímulo (Figura 6D). IL-2 foi responsiva ao LPS apenas no grupo 

probiótico (Figura 6E); já IL-15, respondeu de maneira similar em ambos os grupos 

(Figuras 5F e 6F). Para ambos os grupos IL-8 aumentou de forma significativa quando 

estimulado apenas no momento pós (Figuras 5G e 6G). Para o grupo placebo IL-1B e 
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TNFa responderam significativamente ao estímulo apenas no momento pré (Figuras 

5H-I). Já no grupo probiótico a produção de TNFa foi aumentada, sob estímulo, nos 

momentos basal e pré; e IL-1B nos momentos basal, pré e pós (Figuras 6H-I).  
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Figura 5. Produção das citocinas no sangue total dos aletas do grupo placebo, IFNγ 

(A), IL-10 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-2 (E), IL-15 (F), IL-8 (G), IL1β (H), TNF-α (I), sem 

estimulo (barra vermelha sólida n=14) ou estimulado por uma hora com LPS (barra 

rosa rajada n=13); nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 

comparando com basal. b p<0,05 comparando com Pré. c p<0,05 comparando com 

Pós. # p<0,05 comparando entre com e sem estímulo (Anova two-way medidas 

repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 6. Produção das citocinas no sangue total dos atletas do grupo probiótico, IFNγ 

(A), IL-10 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-2 (E), IL-15 (F), IL-8 (G), IL1β (H), TNF-α (I) ; sem estimulo 

(barra azul sólida n=14) ou estimulado por uma hora com LPS (barra branca rajada n=13); 

nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 comparando com basal. b 

p<0,05 comparando com Pré. c p<0,05 comparando com Pós. # p<0,05 comparando entre com 

e sem estímulo (Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  

 

 

6.3. Contagem completa das células do sangue dos atletas  

 

Para analisar as células presentes no sangue, foi realizado um hemograma 

completo em todos os tempos de coleta sanguínea. Na Tabela 7 estão descritas a 

serie vermelha. A concentração de hemoglobina corpuscular média a partir do teste 

estatístico realizado (análise multivariada) foi encontrada uma interação para o fator 

tempo (p<0.01), porém após a realização do post hoc (Tukey), não foram encontradas 
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diferenças significantes. Não foram encontradas diferença para nenhum dos demais 

parâmetros descritos.  

 

Tabela 7 – Serie vermelha no sangue dos atletas nos diferentes momentos.  

Parâmetro            Basal Pré Pós  Rec p 

Hemácia 

(x106/ul) 

PLA 5,07± 0,22 5,04±0,27 4,95±0,39 5,03±0,29 0,9 

PRO 5,26±0,41 5,22±0,43 5,32±0,52 5,24±0,49  

HGB 

(g/dl) 

PLA 15,26±0,84 15,06±0,80 14,01±0,98 15,27±0,76 0,8 

PRO 15,48±0,84 14,92±0,63 15,25±1,06 15,07±0,84  

HCT 

(%)  

PLA 45,2±1,96 45,33±2,14 42,5±2,77 45,17±2,02 0,9 

PRO 44,90±2,09 45,08±1,75 45,57±2,66 44,57±2,37  

VCM 

(fL) 

PLA 89,21±3,47 89,87±2,97 85,9±3,07 88,83±2,48 0,9 

PRO 85,73±6,29 87,12±6,77 86,07±6,93 85,55±7,04  

HCM 

(pg) 

PLA 30,10±1,14 29,86±1,22 28,5±1,27 30,01±0,86 0,8 

PRO 28,98±2,46 28,84±2,55 28,82±2,49 28,96±2,58  

CHC 

(g/dl) 

PLA 33,76±0,81 33,23±0,92 33,2±0,82 33,81±0,79 0,1 

PRO 33,77±0,67 33,06±0,79 33,46±0,95 33,82±0,50  

Plaquetas 

(x103/ul) 

PLA 221,63±76,82 236,46±32,6 223±42,37 239,25±35,74 0,1 

PRO 234,26±54,80 232±38,74 248,73±36,3 245,57±52,03  

Legenda: PLA=Placebo; PRO= Probiótico; HGB = Hemoglobina; HCT = Hematócrito; 

VCM= Volume Corpuscular médio; HCM= Hemoglobina Corpuscular Média; 

CHC=Concentração de Hemoglobina  

 

Quanto a serie branca, observa-se que a população de leucócitos é 

drasticamente aumentada após a maratona e retorna próximo aos níveis basais no 

período de recuperação (Figura 7A), não houve diferença entre o grupo suplementado 

e placebo. Os grandes contribuintes para esse aumento de leucócitos são os 

Neutrófilos (Figura 7B), seguidos pelos monócitos (Figura 7C). Os linfócitos, 

entretanto, apresentam um resultado contrário, diminuindo a quantidade 1h após a 

maratona e retornando próximo aos valores basais 5 dias após a prova (Figura 7D).  
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Figura 7. Contagem da série branca (A) Leucócitos, (B)Neutrófilos, (C) Linfócitos e (D) 

Monócitos; do sangue dos atletas dos grupos placebo (barra vermelha n=14) e probiótico 

(barra azul n=13); nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 comparando 

Basal. b p<0,05 comparando com Pré. c p<0,05 comparando com Pós. * p<0,05 comparando 

entre grupos (Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  

 

6.4. População de linfócitos T 

 

Para avaliar a população de linfócitos presente no sangue dos atletas foi 

utilizada a técnica de imunofenotipagem no sangue total por citometria de fluxo.  A 

População de células CD3 diminuiu para ambos os grupos 1 hora após a corrida (pós), 

entretanto apenas os atletas suplementados com probióticos apresentaram uma 

recuperação significativa na quantidade dessas células 5 dias após (rec). T CD4 

diminuiu significativamente no momento pós em relação ao basal para o grupo 

probiótico (Figura 8C). Já para os linfócitos T CD8, apenas o grupo placebo 

apresentou uma queda significativa na quantidade total 1 hora após a maratona, 
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comparando com o momento pré (Figura 8D). A razão CD4/CD8 não foi alterada nem 

entre os grupos nem entre os momentos (Figura 8E). 
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Figura 8. População de linfócitos: Representação gráfica da porcentagem dos linfócitos T 

(A) Numero total de Linfócitos T CD3 (B), CD4 (C), CD8 (D),  e razão CD/CD8 (E);  do sangue 

dos atletas dos grupos placebo (barra vermelha n=14) e probiótico (barra azul n=13); nos 

momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 comparando com Basal. b p<0,05 

comparando com Pré. c p<0,05 comparando com Pós. (Anova two-way medidas repetidas, 

seguido por turkey) 
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6.5. Linfócitos T duplo-negativos  

 

Houve uma cinética interessante em relação as células negativas para CD4 e 

CD8 (CD3+ CD4-CD8- ). Essa população aumentou no momento pré, em comparação 

com o basal, independente da suplementação, sugerindo uma resposta ao 

treinamento físico. Entretanto, após a maratona essas células voltam próximas aos 

valores basais e aumentam novamente no período de recuperação (Figura 9A). 

Apesar de não haver diferença entre os grupos, observamos uma correlação negativa 

entre a proporção dessas células e a idade dos atletas (Figura 9B).  
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Figura 9. Linfócitos duplo-negativos: Número total de Linfócitos T CD3+CD4-CD8- (A) do 

sangue dos atletas dos grupos placebo (barra vermelha n=14) e probiótico (barra azul n=13); 

nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec).  Correlação entre os linfócitos T 

CD3+CD4-CD8- circulantes e a idade dos atletas no momento basal (B). a p<0,05 comparando 

com Basal. b p<0,05 comparando com Pré. c p<0,05 comparando com Pós. (Anova two-way 

medidas repetidas, seguido por turkey) 

 

Nós especulamos que essas células poderiam ser as células MAIT ou células 

T gamma-delta (olhar discussão). Então analisamos a expressão gênica do fator de 

transcrição promyelocytic leukemia zinc finger protein (PLZF) essencial para o 

desenvolvimento de ambas as células; e de RORγt, altamente expresso nas duas 

populações. Apesar de não estatístico, tanto PLZF quanto RORγt seguiram o mesmo 

padrão das células duplo-negativas; diminuindo em resposta a maratona e 

aumentando 5 dias após (Figura 10)  
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Figura 10. Expressão gênica dos fatores de transcrição PLZF (A), e RORγt (B). De 

linfócitos isolados do sangue dos atletas dos grupos placebo (círculo vermelho N=6) e 

probiótico (quadrado azul N=6); nos momentos Pré, Pós e Recuperação (Rec). (Anova two-

way medidas repetidas, seguido por turkey) 

 

 

6.6. Subpopulação de memória dos linfócitos T 

 

Para avaliar se a maratona e/ou a suplementação com probióticos alteraram a os 

linfócitos de memória circulares, essas células foram marcadas com CD45Ra e CD27. 

Essa análise não foi realizada no momento basal. Quando avaliamos as 

subpopulações dos linfócitos T CD8 (Figura 11), observamos que as células de 

memória central (CM), as células de memória efetoras (EM) (CD45Ra-CD27-) e as 

células efetoras de memória RA (EMRA) (CD45Ra+CD27-) diminuíram 

estatisticamente apenas no grupo placebo em resposta a maratona (momento pós 

comparado com o pré). Apesar do grupo probiótico apresentar duas vezes o número 

de células Naïve em relação ao grupo placebo após a corrida, os valores não foram 

estatísticos. Para a subpopulação de TCD4, o grupo probióticos apresentou uma 

tendência em aumentar as células de fenótipo EMRA (P=0,06), não havendo diferença 

para os outros subtipos (Figura 12).  
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Figura 11. Valor absoluto dos subtipos de memória dos linfócitos T CD8, Naïve (A) de 

memória central (CM) (B) memória efetora (EM) (C) memória efetora RA (EMRA) (D). Do 

sangue dos atletas dos grupos placebo (círculo vermelho N=6) e probiótico (quadrado azul 

N=6); nos momentos Pré, Pós e Recuperação. b P<0,05 comparando com pré (Anova two-

way medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 12. Valor absoluto dos subtipos de memória dos linfócitos T CD4, Naïve (A) de 

memória central (CM) (B) memória efetora (EM) (C) memória efetora RA (EMRA) (D). Do 

sangue dos atletas dos grupos placebo (círculo vermelho N=6) e probiótico (quadrado azul 

N=6); nos momentos Pré, Pós e Recuperação. (Anova two-way medidas repetidas, seguido 

por turkey)  

 

6.7. Produção de citocinas pelos linfócitos sob estímulo 

Os linfócitos dos maratonistas foram isolados, plaqueados e estimulados por 

24h com PMA. A produção de citocinas no meio de cultura foi avaliada por multiplex. 

No momento basal, os atletas do grupo probiótico apresentaram uma produção 

aumentada das citocinas pró inflamatórias IFNγ (figura 13), TNFα (figura 14), IL-1β 

(figura 15) e IL-6 (figura 16). Após o período de suplementação, momento pré, a 

concentração dessas citocinas diminuiu de maneira significativa. IL-10 (figura 17), IL-

4 (figura 19) e IL-15 (figura 20) não foram alteradas em nenhum momento para 

nenhum dos grupos. IL-2 diminuiu estatisticamente pós prova quando comparada com 

o momento basal para o grupo probiótico (Figura 18). IL-8 aumentou em ambos os 

grupos em resposta a maratona (momento pós quando comparado com pré) e diminui 

apenas no grupo placebo 5 dias após (momento rec) (figura 21).   
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Figura 13. IFNγ produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo (barra 

vermelha n=8) e probiótico (barra azul n=8); representação gráfica dos grupos isolados (B) 

placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 

comparando com basal. * p<0,05 comparando entre grupos (Anova two-way medidas 

repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 14. TNFα produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo 

(barra vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos 

isolados (B) placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a 

p<0,05 comparando com basal. (Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 15. IL-1β produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo 

(barra vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos 

isolados (B) placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a 

p<0,05 comparando com basal. (Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 16. IL-6 produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo (barra 

vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos isolados (B) 

placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 

comparando com basal. (Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 17. IL-10 produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo 

(barra vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos 

isolados (B) placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). 

(Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 18. IL-2 produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo (barra 

vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos isolados (B) 

placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). a p<0,05 

comparando com basal. (Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 19. IL-4 produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo (barra 

vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos isolados (B) 

placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). (Anova two-way 

medidas repetidas, seguido por turkey)  
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Figura 20. IL-15 produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo 

(barra vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos 

isolados (B) placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). 

(Anova two-way medidas repetidas, seguido por turkey)  

 



63 
 

 

Figura 21. IL-8 produzido por linfócitos estimulados dos atletas dos grupos placebo (barra 

vermelha n=10) e probiótico (barra azul n=10); representação gráfica dos grupos isolados (B) 

placebo, (C) probiótico; nos momentos Basal, Pré, Pós e Recuperação (Rec). b p<0,05 

comparando com Pré; c p<0,05 comparando com Pós. (Anova two-way medidas repetidas, 

seguido por turkey)  
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6.8. Expressão gênica dos marcadores inflamatórios 

A expressão gênica do fator de transcrição NFKB e do receptor de membrana 

TLR-4 foi avaliada nos linfócitos estimulados nos momentos pré, pós e recuperação. 

Nenhuma diferença estatística foi encontrada entre os grupos e os momentos; 

entretanto, o grupo placebo apresentou uma tendência em diminuir NFKB após a 

prova e aumentar TLR-4 na recuperação em relação ao grupo probiótico (figura 22) 
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Figura 22. Expressão gênica dos mediadores inflamatórios NFκB (A), e TLR-4 (B). De 

linfócitos isolados do sangue dos atletas dos grupos placebo (círculo vermelho N=6) e 

probiótico (quadrado azul N=6); nos momentos Pré, Pós e Recuperação (Rec). (Anova two-

way medidas repetidas, seguido por turkey) 

 

6.9. Infecção do trato respiratório superior 

Para avaliarmos se a suplementação de probióticos foi capaz de diminuir os 

sintomas e a severidade dos sintomas de infecção do trato respiratório superior, foi 

aplicado um questionário por 10 dias consecutivos. Inicialmente, avaliamos os atletas 

que apresentavam ou não sintomas de infecção (Figura 23A). Em seguida avaliamos 

a severidade dos sintomas quando apresentados (Figura 23B). O grau de severidade 

variava de 1 a 5, sendo 1 severidade branda e 5 severidade mais acentuada. Ao final 

avaliamos a presença de infecção do trato respiratório superior nesses atletas (Figura 

23C). Consideramos que o atleta apresentou infecção quando relatou 3 ou mias 

sintomas por 3 ou mias dias. Em Nenhuma das análises verificamos uma diferença 

estatística entre o grupo Probiótico e o grupo placebo. Verificamos também que 

quando apresentados, os sintomas eram de severidade branda. 
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Figura 23. ITRS. Incidência dos sintomas (A), Severidade dos sintomas (B), manifestação 

de infecção do trato respiratório superior (C), nos atletas do grupo Placebo (barra vermelha 

N=14) e probiótico (barra azul N=13) do dia 1 ao dia 10 após a realização da maratona. (Anova 

two-way de medidas repetidas, seguido por Bonferroni) 
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7. DISCUSSÃO  

O exercício físico prolongado de alta intensidade é conhecido por promover uma 

leucocitose aguda e aumentar a concentração plasmática das citocinas IL-6 e IL-10. 

Os nossos resultados reproduziram essa resposta imunológica clássica e a 

suplementação de probióticos por 30 dias não alterou esses parâmetros. Entretanto, 

nós mostramos aqui uma cinética interessante na modulação das células T duplo-

negativas (CD3+CD4-CD8-) em resposta ao exercício físico. A quantidade e 

proporção dessas células aumentou no período de treinamento (momento pré 

comparado com basal), independente da suplementação de probióticos; sofreu uma 

queda em resposta a maratona (momento pós) e foi aumentou novamente 5 dias após 

(Recuperação). Essa população de linfócitos começou a ser investigada recentemente 

e ainda há pouca literatura na área de imunologia do exercício. Como discutiremos 

abaixo, especulamos que essas células sejam, dois importantes subtipos de linfócitos 

T que atuam na imunidade de mucosas. Nós encontramos também que a 

suplementação de probióticos nos 30 dias antecedentes a maratona teve um efeito 

positivo na quantidade total das células T CD8 e nos seus subtipos de memória; e 

regulou a resposta dos linfócitos, em cultura, ao estímulo.  

 O aumento das células imunológicas circulantes em resposta ao exercício físico 

prolongado começou a ser descrito no final dos anos 80 pelo grupo do professor 

Davidson (DAVIDSON et al., 1987). Um tempo depois, foi observado que essa 

resposta era decorrente da ação das catecolaminas; e que as células tendiam a voltar 

para os valores de repouso de 6-24h após o termino do exercício (dependendo da 

duração e intensidade da sessão) (PEDERSEN; TOFT, 2000) . Os neutrófilos são os 

maiores responsáveis por esse aumento, os monócitos possuem uma pequena 

contribuição (BIGLEY et al., 2014) . Os linfócitos aumentam de maneira considerável 

em quantidade e proporção, com uma participação importante das células NK, durante 

o exercício físico e egressam da circulação minutos após o termino do estímulo 

(PEAKE et al., 2017). É comum que após exercícios de duração e intensidade altos 

ocorra uma linfopenia transitória, podendo durar até 6 horas (SIMPSON et al., 2015). 

Nos nossos resultados nós observamos que uma hora após a maratona os atletas 

apresentaram uma redução no número total e porcentagem dos linfócitos circulantes.  

 A concentração de citocinas no soro também é alterada em resposta ao 

exercício aeróbio. IL-6 é drasticamente aumentada; e, apesar de ser classicamente 
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descrita como pró-inflamatória, quando produzida e liberada durante o exercício físico 

ela tem conhecidas funções anti-inflamatórias e terapêuticas. O musculo é o grande 

responsável por sua produção, devido as contrações musculares. Essa IL-6 produzida 

pelo musculo, induz linfócitos a produzirem IL-10 e IL-1Ra (PETERSEN; PEDERSEN, 

2006, p. 6) , duas importantes citocinas pró-inflamatórias. Nossos resultados 

reproduziram esses dados, já que a concentração plasmática de IL-6 e IL-10 

aumentaram no momento pós, para ambos os grupos, independente do estímulo com 

LPS.   

 Para caracterizar as populações de linfócitos foi realizada uma 

imunofenotipagem no sangue total (como descrito nos métodos). O número de 

linfócitos T CD3, para ambos os grupos, e CD8, para o grupo placebo, seguiu o mesmo 

padrão dos linfócitos totais diminuindo em resposta a maratona. Tossige-Gomes e 

colaboradores (2014) não encontraram nenhuma alteração na contagem total de 

Linfócitos T helper (Th) (CD3+CD4+) ou T citotóxicos (CD3+CD8+) em resposta ao 

exercício exaustivo (TOSSIGE-GOMES et al., 2014) . Entretanto, alguns estudos 

mostram que exercícios prolongados de alta intensidade diminuem a porcentagem de 

CD8, sem alterar o número total de células (ZHENG; CHEN; ZHOU, 2018) .  

 Os linfócitos CD8+ são os principais responsáveis por combater infecções virais 

e células tumorais, eles agem inativando células infectadas e defeituosas prevenindo 

sua proliferação (O’ROURKE; MESCHER, 1993). Em pacientes com HIV e hepatite C 

a função e a proliferação dos linfócitos citotóxicos é suprimida (GONZALEZ; 

TABORDA; RUGELES, 2017; GRUENER et al., 2001) indicando que a redução no 

número e na atividade dessa célula seria um contribuinte importante também para 

infecções oportunistas. Como descrito acima, nos resultados, o grupo suplementado 

com probióticos não apresentou uma queda significativa de linfócitos TCD8 após a 

corrida de maratona.  

 Dentre as subpopulações de linfócitos T CD8, observamos que o número total 

de EM, EMRA e CM diminuiu após a maratona, estatístico apenas para o grupo 

placebo, e retornou aos valores próximos do momento basal, na recuperação (5 dias 

após a prova). Spielmann e colaboradores (2014) descobriram que 30 min de ciclismo 

a 80% foi capaz de mobilizar células CD8 Naïve, com mais eficiência em indivíduos 

mais jovens comparados com idosos (SPIELMANN et al., 2014). O exercício físico 

também foi capaz de aumentar o subtipo altamente diferenciados EMRA. Em outro 
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estudo do mesmo grupo (KUNZ et al., 2018), um protocolo similar de exercício físico 

aumentou os subtipos de EM e EMRA nos linfócitos CD4 e CD8, mantendo essa 

diferença de pré e pós-exercício por 8 dias após expansão celular ex-vivo. Esse 

exercício intenso a curto prazo também aumentou a mobilização de células T 

específicas para vírus, melhorando o sucesso da imunoterapia para infecções virais 

(KUNZ et al., 2018). A diferenciação do linfócito para um subtipo efetor, aumenta a 

capacidade citotóxica e ou de produção de citocinas, aumentando a eficácia contra 

patógenos (KUNZ et al., 2018). Isso posto, uma redução nos subtipos de EM EMRA e 

CM induzido pela maratona, pode aumentar a suscetibilidade à infecção viral. 

 Os linfócitos Th, por sua vez, produzem citocinas que ativam macrófagos, 

linfócitos B e linfócitos citotóxicos, modulando a resposta imunológica tanto de caráter 

Th1 (IFNγ, TNFα, IL-1) quanto Th2 (IL-4, IL-10) (DEL GIACCO et al., 2014; RADOM-

AIZIK et al., 2007), bem como diminuição na proliferação dos linfócito em resposta ao 

exercício físico extenuante. Nos nossos resultados encontramos que no momento 

basal (antes de qualquer intervenção) Os linfócitos os atletas do grupo probiótico, 

quando estimulados com PMA, apresentaram uma produção exacerbada das 

citocinas pró-inflamatórias. Essa resposta foi atenuada no momento pré-prova (após 

30 dias de suplementação), sugerindo que a suplementação com probióticos foi capaz 

de modular a resposta dos linfócitos ao estímulo.   

 A relação CD4/CD8 é utilizada como base para o diagnóstico de algumas 

doenças imunológicas, como HIV (CABY; WRITING COMMITTEE OF THE 

CD4+/CD8+ RATIO WORKING GROUP OF THE FRENCH HOSPITAL DATABASE 

ON HIV (FHDH-ANRS CO4), 2017). Índices menores do que 1 são frequentemente 

encontrados em pacientes imunossuprimidos (MCBRIDE; STRIKER, 2017) e alguns 

trabalhos demonstraram que atletas de elite apresentavam essa relação alterada logo 

após a competição, retornando aos níveis basais no período de recuperação (BROWN 

et al., 2015; LEE et al., 2012). Nós não observamos diferença entre os momentos nem 

entre os grupos, e os valores se mantiveram superiores a 1 em todos os tempos de 

coleta, indicando que apesar dos valores de CD8 estrem reduzidos a relação 

CD4/CD8 foi mantida.  

 Uma população que sofreu bastante alteração pela maratona e chamou muita 

atenção foi a dos linfócitos CD3+CD4-CD8- (duplo negativo). Essa classe de linfócitos 

não clássicos tem despertado muito interesse, nos últimos anos, por ser uma 

população representativa, tanto circulante, quanto nos tecidos, que possui alta 
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responsividade contra infecções virais e bacterianas. Uma das primeiras a serem 

descritas foram as células invariant natural Killer T (iNKT) que reconhecem os 

antígenos a partir da molécula CD1d presente na superfície das células 

apresentadoras de antígenos (TARD; ROUXEL; LEHUEN, 2015) e quando ativadas 

produzem rapidamente grandes quantidades de IL-4 e INF-y apresentando também 

efeitos citotóxicos (TOUCH; CLÉMENT; ANDRÉ, 2017). Outra população 

recentemente descrita foram as células mucosal-associated invariant T (MAIT). 

As células MAIT quando ativadas produzem de maneira rápida e eficiente IFNγ, 

TNF-α, IL-17, e IL-22 (KURIOKA et al., 2015; MEIEROVICS; YANKELEVICH; 

COWLEY, 2013).Elas reconhecem diversos tipos de bactérias e estão diretamente 

relacionadas com a imunidade antimicrobiana, uma vez que são ausentes em animais 

germ-free (TREINER et al., 2003).Neste contexto os probióticos poderiam ter uma 

importante modulação nessa população, já que fortalecem a flora intestinal. Porém, 

nos nossos resultados não observamos diferenças entre o grupo probióticos e o grupo 

placebo no que diz respeito a quantidade das células dupla negativas  

Dados da literatura mostram ainda que as células MAIT possuem uma 

participação importante na imunidade de mucosas, principalmente prevenindo 

infecções aéreas (HINKS, 2016) e a concentração circulante dessa população está 

reduzida em pacientes com doenças infecciosas e doenças inflamatórias intestinais 

(HIEJIMA et al., 2015; SALOU; FRANCISZKIEWICZ; LANTZ, 2017). Nós observamos 

uma queda significativa na concentração desses linfócitos não clássicos após a prova 

de maratona, esse pode ser um mecanismo adicional pelo qual os atletas apresentam 

uma susceptibilidade aumentada para o desenvolvimento de infecções oportunistas. 

Um outro grupo células que apresenta a característica duplo-negativa, são os 

linfócitos T gamma-delta. Essas células possuem característica de células citotóxicas 

efetoras, reconhecendo e respondendo rapidamente a uma variedade de patógenos, 

removendo infecções bacterianas e erradicando células tumorais (BRAZA; KLEIN, 

2013; GIRARDI, 2006) . As células Gamma-delta são sensíveis a estímulos de 

estresse e respondem muito bem ao exercício agudo. Durante o exercício intenso de 

curta duração, elas aumentam drasticamente na circulação e retornam a níveis de 

repouso minutos após o término da sessão (ANANE et al., 2010). Além do mais, esse 

grupo de linfócitos também é modulado pelo treinamento crônico. Jogadoras de 

futebol apresentam uma proporção aumentada de células T γδ, em repouso, quando 

comparado com indivíduos não treinados (BROWN et al., 2015).  
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A suplementação com probióticos parece não alterar essas células duplo-

negativas, uma vez que não há diferença entre os grupos em nenhum dos momentos. 

Entretanto esse subtipo de linfócitos apresenta uma resposta interessante ao exercício 

físico. Nós encontramos que a proporção e a quantidade total de linfócitos T 

CD3+CD4-CD8- aumentam no momento pré-prova em comparação com o momento 

basal. Esse período corresponde a um regime de treino intenso e volumoso, o que 

indica que exercício físico crônico de longa duração pode modular esse subtipo 

celular. Além do mais, no momento pós maratona observamos uma queda nessa 

população de células (onde os valores são similares com o momento basal). Esse 

resultado sugere que tanto o exercício crônico, quanto o exercício agudo podem 

modular esse subtipo de linfócitos.    

Para entender melhor essa população celular nós verificamos a expressão genica 

de PLZF e RORγt. PLZF é um fator de transcrição altamente expresso e essencial 

para o desenvolvimento e para função efetora de células T MAIT e T γδ 

(BONNEVILLE; O’BRIEN; BORN, 2010; KOAY et al., 2016) ; pacientes com vírus 

linfotrópico de células T humanas (HTLV), um retrovírus humano que causa severas 

infecções, apresentam expressão reduzida de PLZF (PAQUIN-PROULX et al., 2017). 

RORγt, normalmente conhecido por promover a diferenciação dos linfócitos Th17, é 

também altamente expresso pelas células MAIT e T γδ, e é responsável pela produção 

de IL-17 nesses grupos celulares. Apesar de não atingir diferença estatística, a 

expressão genica de PLZF e RORγt apresentaram um padrão muito similar ao dos 

linfócitos T CD3+CD4-CD8-, diminuindo em resposta a maratona e aumentando na 

recuperação.  

Isso posto, ambas as células MAIT (NOVAK et al., 2014)  e T γδ (PISTILLO et al., 

2013), mas não as iNKT (CROUDACE et al., 2008) , apresentam uma correlação 

negativa com idade, estando reduzida em idosos. Nós encontramos essa correlação 

entre a quantidade de linfócitos T duplo-negativos no momento basal e a idade dos 

atletas (figura); o que é um forte indício de que essas células sejam MAIT e T γδ, com 

uma contribuição maior das gama-delta, já que o exercício físico teve um papel 

fundamental na modulação desse grupo celular.  

Um dos objetivos do nosso estudo era entender se a suplementação de 

probióticos por 30 dias conferiria algum fator protetor contra a incidência de infecções 

oportunistas no período após a maratona. Para isso um questionário foi aplicado do 
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dia zero (dia da prova) até o dia 10 após a maratona. Tanto o grupo probiótico, quanto 

o grupo placebo apresentaram uma baixa quantidade de sintomas relacionados a 

ITRS durante esse período; e não houve diferença significativa entre os grupos em 

relação a severidade e a incidência dos sintomas. Em estudos prévios, a hipótese da 

“janela aberta” foi bastante discutida (PEDERSEN; BRUUNSGAARD, 1995). Esse 

conceito aborda que até 72 horas após um exercício intenso e prolongado as células 

imunológicas apresentam uma função reduzida, o que aumentaria a suscetibilidade 

de infecções oportunistas. Especulava-se ainda que essa imunossupressão transitória 

era decorrente da na concentração plasmática de substratos energéticos, e por 

consequência na disponibilidade de substratos para as células imunológicas, já que 

esse quadro é parcialmente revertido pela suplementação aguda de glicose e 

glutamina (BATATINHA et al., 2019) .  

Na última década, entretanto, as pesquisas têm associado a incidência de ITRS 

com repetidas sessões de exercício extenuante sem uma recuperação apropriada 

(descanso e nutrição) o que pode levar a um quadro de overtraining e a uma 

imunossupressão crônica (BATATINHA et al., 2019; CAMPBELL; TURNER, 2019; 

SIMPSON et al., 2020; TIERNAN et al., 2019) . Nesse aspecto uma suplementação 

crônica de específicos substratos parece ser uma estratégia mais efetiva. No nosso 

modelo nós não avaliamos a presença de sintomas antes da corrida. É possível que 

a baixa quantidade de sintomas relacionados a ITRS apresentados durante os 10 dias 

após a maratona, já estavam presentes antes mesmo da prova, em decorrência do 

volume e intensidade dos treinos.  

Além do mais, o período de suplementação, 30 dias antes da maratona, pode ter 

sido um fator limitante do nosso estudo, e possa ter mitigado alguns possíveis 

benefícios. West e seus colaboradores (2014) utilizaram o mesmo mix de probióticos 

proposto neste trabalho, em uma dose reduzida (1x1010), porém por um período 

prolongado (150 dias). Eles suplementaram indivíduos fisicamente ativos (não atletas) 

e verificaram que o grupo probiótico apresentou uma redução de 27% no risco de ITRS 

e tiveram menos ausências aos treinos (WEST et al., 2014a). Um outro estudo do 

mesmo grupo, com mesma dose de suplementação (1x1010), pelo mesmo período 

(150 dias) mostrou que o probiótico foi capaz de diminuir MMP-1 circulante, uma 

enzima que degrada a matriz extracelular e está relacionada com o desenvolvimento 

de aterosclerose; mas não alterou a atividade de neutrófilos, monócitos e células NK 

(WEST et al., 2014b). Os autores sugerem que a suplementação com probiótico, 
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apesar de reduzir os riscos de ITRS, não teve efeito na atividade celular pois o grupo 

suplementado era imunocompetente; eles sugerem que os resultados podem ser 

diferentes se testado em outras populações, como crianças, idosos e atletas de 

endurance.   

Ambos os estudos citados acima foram realizados em situação de repouso, ou 

seja, os efeitos de exercício agudo nas células do sistema imunológico e a interação 

dos probióticos nesse contexto não foram avaliados. No nosso estudo nós avaliamos 

4 diferentes momentos: Antes e depois de 30 dias de suplementação (basal e pré), 

uma hora após a maratona (pós) e 5 dias após a realização da prova (recuperação). 

Nós encontramos que a suplementação com probióticos, em condições de repouso, 

modulou a resposta dos linfócitos ao estímulo; e, após o exercício intenso e 

prolongado, teve uma importante ação na população de linfócitos T CD8+.  
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8. CONCLUSÃO  

Em conclusão, Apesar de não encontrarmos diferença em relação a incidência e 

sintomas relacionados com ITRS, 30 dias de suplementação com probióticos foi capaz 

de manter a população de linfócitos T CD8 e as subpopulações de memórias, após a 

maratona; e modulou a resposta dos linfócitos ao estímulo, sugerindo que os 

probióticos atuam no sistema imunológico de maratonistas. Além disso, nossos 

resultados abrem novas possibilidades de pesquisas no campo de imunologia do 

exercício, já que nós encontramos que tanto o treinamento quanto o exercício físico 

agudo intenso e prolongado são capazes de modular uma importante, e pouco 

estudada, população de linfócitos (linfócitos T CD3+CD4-CD8-).  

As limitações desse estudo são o período de suplementação, não ter avaliado a 

presença de ITRS antes da maratona e não ter marcado a população de linfócitos T 

duplo-negativo para entender exatamente qual população é modulada.  

Estudos com diferentes tempos de suplementação e composição de probióticos 

são necessários para que possamos entender melhor os efeitos dos probióticos no 

sistema imunológico e na saúde geral dos atletas. Além disso, outros estudos são 

necessários para identificar o papel dos linfócitos não clássicos em indivíduos 

treinados.   
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Apêndice B – Modelo do Termo de consentimento Livre e esclarecido  
 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

ESTUDO: Efeitos da suplementação de probióticos na modulação da 

microbiota oral e por consequência nas infecções do trato respiratório 

superior em corredores de longa distância. 

 

 

Convidamos o sr. a participar do Projeto de Pesquisa acima citado. O documento abaixo contém todas as informações necessárias sobre a 

pesquisa. Sua participação neste estudo será de muita importância para nós. 

Caso o sr. não queira participar ou desista a qualquer momento, não te causará nenhum prejuízo, ou seja, sua participação é voluntária e 

espontânea. 

 

 

Estou ciente que: 

O estudo é de importância para que possam investigar as possíveis causas das infecções do trato 

respiratório superior, bem como um tratamento mais apropriado e eficaz;  

Caso aceite, deverei participar de uma prova de maratona (42km) a ser realizada em data e local 

marcados.  

Poderá ser solicitado que eu faça o uso de suplementação de probióticos por um período de até 30 

dias. A suplementação será fornecida pelos pesquisadores de forma gratuita e não causará nenhum 

prejuízo à saúde.  

Haverá coleta de 30ml de sangue do antebraço e coleta de saliva em três momentos diferentes, 48 

horas antes da realização da prova de maratona, na qual eu deverei comparecer ao laboratório; 1 

hora após a prova de maratona e 48 horas após, na qual eu deverei comparecer novamente no 

laboratório.  

Antes da realização da maratona, um médico cardiologista do hospital universitário da USP avaliará 

minha condição física, para garantir minha segurança na realização do protocolo. Esses testes não 

causam dor e não têm risco associado. 
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Poderei ser convidado a realizar outro exame. Nesse exame o pesquisador estuda minha composição 

corporal (quantidade e musculo e gordura presente no corpo). O exame não causa desconforto. 

As coletas realizadas, de sangue, saliva e os exames de composição corporal e a avaliação 

cardiorrespiratória servirão para o entendimento e estudo das infecções e poderão ajudar na busca 

de tratamento.  

Estou ciente de que, apesar de não ser comum, a suplementação pode causar desconforto intestinal 

e a coleta de sangue pode gerar hematomas locais. 

Eu não terei qualquer despesa financeira com relação a realização da prova de maratona e a 

suplementação de probióticos. Estas serão totalmente fornecidos pelo grupo de pesquisadores. 

Eu tenho conhecimento de que não receberei nenhuma compensação financeira por participação do 

estudo, entretanto as estruturas necessárias para realização da prova de maratona e a 

suplementação serão devidamente providenciadas. 

Eu tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboração neste estudo no momento em que 

desejar, sem necessidade de qualquer explicação. A desistência não causará nenhum prejuízo à 

minha saúde ou bem-estar físico.  

Os resultados obtidos durante este estudo serão mantidos em sigilo, mas eu concordo sejam 

divulgados em publicações científicas (resumos de congressos, livros e artigos de periódicos 

científicos), desde que meus dados pessoais não sejam mencionados. 

O material coletado poderá ser armazenado em soluções específicas para cada técnica, em freezer -

80º, para manter a integridade das amostras e posterior utilização, sempre dentro da mesma linha 

de pesquisa; 

 

Poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa; 

 (   )  Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

 (   )  Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

 

A qualquer momento, poderei entrar em contato com os pesquisadores responsáveis pelo telefone 

3091-0883, ou com a Comissão de Ética em Experimentos com seres Humanos do Instituto de 

Ciências Biomédicas da USP, órgão que avalia a realização de pesquisas com pessoas e garantem que 

a pesquisa da qual participo seja de importância clínica e/ou científica e que está sendo conduzida de 

forma apropriada. O telefone, email e endereço dessa comissão está no fim desse documento, que 

será emitido em 2 vias, para que eu tenha uma cópia. 

O pesquisador responsável por este projeto é o Prof. Dr. José Cesar Rosa Neto. E-mail: 

josecesar23@hotmail.com   

 



100 
 

Eu, (inserir o nome, profissão, residente e domiciliado na, telefone) 

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________, portador da Cédula de 

identidade, RG ______________________, e inscrito no 

CPF/MF________________________________ nascido (a) em _____ / _____ / _______ , abaixo 

assinado (a), concordo de livre e espontânea vontade em participar como voluntário (a) do estudo 

“Efeitos da suplementação de probióticos na modulação da microbiota oral e por 

consequência nas infecções do trato respiratório superior em corredores de longa 

distância.”. 

 

 “CONCORDO, APÓS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO PESQUISADOR E TER ENTENDIDO O 

QUE ME FOI EXPLICADO, EM PARTICIPAR DA PRESENTE PESQUISA”. 

 

 

 

 

São Paulo,   _______ de____________________de  20__ 

 

 

 

(  ) Participante da pesquisa _________________________   

 

 

Testemunha 1: ___________________________________________________ 

Nome / RG / Telefone 

 

Testemunha 2: ___________________________________________________ 

Nome / RG / Telefone 
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Responsável pelo Projeto: ____________________________________________________ 

Profª Dr. José Cesar Rosa Neto 

Instituto de Ciências Biomédicas I 

Telefone: 3091-0883 

 

Identificação do CEESH-ICB/USP:  

Endereço: Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - Cidade Universitária – Butantã, São Paulo – 

SP, CEP 05508-900, telefone: 3091-7733, e-mail: cep@icb.usp.br (funcionamento - 8h 

às 12h e das 14h às 17h) 
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ANEXOS  

Anexo A – Publicações, como primeira autora, realizadas durante o doutorado 
(2016-2021) 
 

Batatinha HAP, Krüger K, Rosa Neto JC. Thromboinflammation and COVID-19: The 

Role of Exercise in the Prevention and Treatment. Front Cardiovasc Med. 2020 Dec 

18;7:582824. doi: 10.3389/fcvm.2020.582824. PMID: 33392268; PMCID: 

PMC7775570. 
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C, Fock RA, Lancha AH Jr, Lira FS, Krüger K, Thomatieli-Santos R, Rosa-Neto JC. 

Probiotic supplementation in marathonists and its impact on lymphocyte population 

and function after a marathon: a randomized placebo-controlled double-blind study. 

Sci Rep. 2020 Nov 2;10(1):18777. doi: 10.1038/s41598-020-75464-0. PMID: 

33139757; PMCID: PMC7608678. 
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of autophagy as a therapy for immunosenescence-driven cancer and 

neurodegenerative diseases: The role of exercise. J Cell Physiol. 2019 Feb 12. doi: 

10.1002/jcp.28318. Epub ahead of print. PMID: 30756377. 
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Anexo B – Publicações, como colaboradora, realizadas durante o doutorado 
(2016-2021) 
 

Antunes BM, Rosa-Neto JC, Batatinha HAP, Franchini E, Teixeira AM, Lira FS. 

Physical fitness status modulates the inflammatory proteins in peripheral blood and 

circulating monocytes: role of PPAR-gamma. Sci Rep. 2020 Aug 24;10(1):14094. doi: 

10.1038/s41598-020-70731-6. PMID: 32839476; PMCID: PMC7445279. 
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Peres A, Rosa-Neto JC, Lira FS. High- and moderate-intensity training modify LPS-

induced ex-vivo interleukin-10 production in obese men in response to an acute 
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Oyama LM, Alves MJ, Seelaender M, Neto JCR. Metformin Mitigates Fibrosis and 
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