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RESUMO GERAL

O exercicio fisico ¢ um conhecido indutor agudo de traumas sobre as estruturas biologicas
como musculos esqueléticos, articulagdes, ossos e demais tecidos. O treinamento fisico, de
maneira cronica e respeitando a relagao estimulo-recuperacao pode levar a uma seqiliéncia
coerente de traumas e consequentemente a adaptagdo (Overreaching Funcional — FOR).
Por outro lado, desequilibrios persistentes na relagdo estimulo-recuperagao podem levar a
condi¢cdes ndo-adaptativas refletidas em perda de performance e sintomatologia variada
(Overreaching Nao-Funcional — NFOR e Sindrome do Overtraining — OTS). Existe na
literatura a proposta do envolvimento de marcadores antiinflamatérios e pro-inflamatorios
na diferenciacdo entre esses dois estados. O objetivo central do presente trabalho foi
investigar a relagdo entre treinamento fisico e os estados FOR e NFOR através da analise
de performance e de marcadores séricos e teciduais imunologicos, bioquimicos e
hematologicos em ratos submetidos a um protocolo de indugdo ao overtraining
desenvolvido recentemente em nosso laboratdrio. O presente trabalho esta dividido em dois
capitulos escritos na forma de artigos cientificos. O capitulo 1 consiste em um artigo de
revisdo da literatura sobre processo inflamatorio e treinamento fisico. Anexo ao artigo
segue o roteiro de estudos que serd utilizado como ferramenta didatica em sala de aula
quando da discussdo do processo inflamatério desencadeado pelo exercicio e treinamento
fisico. No capitulo 2 apresentamos os dados de performance e as concentragdes hepatica e
muscular das citocinas Fator de Necrose Tumoral (TNFa), Interleucina 1 (IL-1pB),
Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10); concentracdo muscular dos aminoacidos
Glutamina (Gln) e Glutamato (Glu); concentragdo sérica de Proteina C-reativa (PCR),
Albumina, Acido Urico (AU), FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), Creatina
Quinase (CK), Uréia, Proteinas Totais e Creatinina, além do hemograma completo de ratos
alimentados ad libitum e submetidos a um protocolo controlado de treinamento em esteira,
contendo um periodo de desequilibrio entre o estimulo do exercicio e o tempo de
recuperacgdo entre os estimulos. O protocolo teve a duracdo de 11 semanas, sendo: treinos
1x/dia da 1* a 8* semana, treinos 2x/dia na 9* semana, treinos 3x/dia na 10* semana e treinos
4x/dia na 11* semana. A performance e os biomarcadores foram analisados apds a 9*
semana e apds a 11* semana. Os animais sacrificados apds a 9* semana constituiram o
grupo treinado (Tr). Os animais do grupo controle (CO) também foram sacrificados na 9*
semana. Os resultados mostraram que a performance da maioria dos ratos melhorou
significativamente (p<0,05) apdés a 11* semana em relagdo ao grupo Tr, sendo estes
caracterizados como grupo FOR. Corroborando com o dado de performance o grupo FOR
mostrou um maior padrio antiinflamatério muscular (T[IL6] e 4 [TNFo e IL-1B]),
antiinflamatorio sérico (J[PCR]) e antioxidante sérico (T[AU e FRAP]) (p<0,05). Ao
mesmo tempo apresentou um maior padrio pré-inflamatério no figado (T[TNFa e IL-1p])
(p<0,05). Exibiu ainda tendéncia de queda (p>0,05) da concentragdo sérica da CK e dos
leucéceitos, assim como dos componentes de sua contagem diferencial (neutrofilos,
linfocitos e bastonetes) e queda (p<0,05) na razdo GIn/Glu em relagdo ao grupo Tr. O
grupo FOR apresentou também queda (p<0,05) do numero de hemaceas e do hematdcrito.
Os resultados apresentados sugerem que os ratos do grupo FOR apresentavam-se mais
adaptados que os ratos dos grupos CO e Tr, exibindo um padrdo antiinflamatorio sérico e
muscular além de adaptagdo antioxidante sérica.
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Palavras-chave: Processo Inflamatorio, Treinamento Fisico, Adaptacdo, Citocinas, Overtraining.

ABSTRACT

Physical exercise can cause trauma to biological structures as skeletal muscle, joints, bone
and several other tissues. Training in a chronic way and considering training-recovery
relationship can lead to a coherent sequence of trauma and consequently to organic
adaptive condition (Functional Overreaching — FOR). On the other hand an imbalance
between training-recovery can lead to organic non-adaptive condition, directed by
performance decrease and several other symptoms (Non-Functional Overreaching — NFOR
and/or Overtraining Syndrome — OTS). Literature suggested that anti and pro-inflammatory
markers are involved in the differentiation of these states. Our main goal was to investigate
the relationship among exercise training, FOR and NFOR through performance added to
serum and tissue immunologic, biochemical and hematological biomarkers in rats
submitted to an overtraining inducing protocol recently developed in our laboratory. This
work was divided in two chapters written as scientific articles. Chapter 1 consists in
literature data review about inflammatory process and exercise training. A study guidebook
follows this review to be used as a teaching tool to discuss the relationship between
inflammatory process and exercise training. Chapter 2 presents data as performance added
to muscle and hepatic cytokines concentration: Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNFa),
Interleukin 1-Beta (IL-1B), Interleukin 6 (IL-6) and Interleukin 10 (IL-10); muscle
aminoacids concentration: Glutamine (Gln) and Glutamate (Glu); serum concentration of
C-reactive Protein (CRP), Albumin, Uric Acid (UA), Ferric Reducing Ability of Plasma
(FRAP), Creatine Kinase (CK), Urea, Total Proteins, Creatinine and hemogram from rats
submitted to a treadmill training protocol containing an imbalance between exercise and
rest. Protocol consisted in 11 weeks training 1x/day from week 1 to week 8; training 2x/day
at week 9; training 3x/day at week 10; training 4x/day at week 11. Performance and
biomarkers were analyzed after week 9 and week 11. The rats sacrificed at 9" week
constituted trained group (Tr). The control group (CO) was also sacrificed at 9" week.
Results showed that performance of mostly rats were significantly increased after 11" week
(p<0,05) and then characterized group FOR. The FOR group showed a greater anti-
inflammatory pattern in muscle (T[IL6] and { [TNFa and IL-1B]) and serum (Y[CRP])
beyond a greater serum antioxidant status (T[UA and FRAP]) (p<0,05). The liver analysis
showed a greater pro-inflammatory status (T[TNFo and IL-1B]) (p<0,05). There was a
decrease tendency in CK serum concentration and WBC total and relative count
(neutrophils, lymphocytes, band cells) added to a decrease (p<0,05) in GIln/Glu ratio when
compared to Tr group. There was also a decrease in RBC and HCT at FOR (p<0,05) in
relation to Tr group. We concluded that rats from FOR group were more adapted than CO
and Tr rats, exhibiting muscle and serum antiinflammatory and antioxidant pattern.

Key-words: Inflammatory Process, Physical Training, Adaptive Condition, Cytokines,
Overtraining.
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CAPITULO 1 - ARTIGO DE REVISAO.

Este artigo estd submetido a Revista Brasileira de Cineantropometria & Desempenho
Humano. Foi desenvolvido propositadamente em portugués juntamente com o roteiro de
estudos que o acompanha com o objetivo de instrumentar o material pedagdgico aplicado
nos Cursos de Especializacdo ministrados pelo Laboratério de Bioquimica do Exercicio

(LABEX/UNICAMP), do qual participo ha 5 anos.
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EXERCICIO FISICO, PROCESSO INFLAMATORIO E ADAPTACAO: UMA
VISAO GERAL

RESUMO

O exercicio fisico induz a ativagdo do processo inflamatério, resposta fisiologica
integrante do sistema imune, para promover o reparo e remodelamento tecidual apds o
trauma. Essa ativacdo ¢ local e sistémica, valendo-se para isso de diversas células e
componentes secretados. O objetivo € restabelecer a homeostase organica apds uma Unica
sessao ou apos diversas sessdes de exercicios. A resposta de fase aguda, através de agoes
integradas entre leucocitos ativados, citocinas, proteinas de fase aguda, hormdnios e outras
moléculas sinalizadoras controla tanto a resposta a uma sessdo de exercicios como
direciona as adaptagdes decorrentes do treinamento. Nessa revisdo apresentamos um
panorama do processo inflamatorio frente ao estimulo do exercicio e dados da literatura
sobre marcadores referentes a este processo em resposta a diferentes protocolos
experimentais. Os dados apontam respostas distintas em relagdo aos efeitos agudos e
cronicos dos exercicios sobre o processo inflamatério. De forma geral o exercicio fisico
agudo induz um estado pro-inflamatorio, representado por leucocitose transitoria, em
decorréncia especialmente da neutrofilia, monocitose e linfocitose (especialmente através
das células Natural Killer), seguida de supressdo parcial da imunidade celular. Também
tém sido observados aumentos nas concentracdes séricas da enzima creatina quinase,
proteina C-reativa e moléculas de adesdo celular, além da secre¢do de cortisol e citocinas.
J4 o treinamento fisico pode induzir um quadro antiinflamatorio local e sistémico. Esse
status antiinflamatorio viabilizaria adaptacdo dos diversos tecidos e protegeria o
organismo contra o desenvolvimento de patologias inflamatorias cronicas e também dos
efeitos do overreaching ndo-funcional, quando parece prevalecer um estado pro-
inflamatorio e pro-oxidante cronico e sistémico.

Palavras-chave: Exercicio Fisico;, Processo Inflamatorio; Adaptacdo; Overtraining;
Citocinas.
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PHYSICAL EXERCISE, INFLAMMATORY SYSTEM AND ADAPTIVE
CONDITION: AN OVERVIEW

ABSTRACT

Physical exercise induces inflammatory process activation, physiological response
that is part of immune system activity, to promote tissue remodeling after exercise
overload. This activation is local and systemic, organized by several cells and secreted
compounds. The goal is to reestablish organic homeostasis after a single bout of exercise
or after several exercise sessions. Acute phase response occurs through integrated actions
among activated leukocytes, cytokines, acute phase proteins, hormones and other signaling
molecules to control and address both the response to an exercise session and the current
adaptations to training. This review presents a picture of inflammatory process related to
exercise and literature data about markers of this process in response to different
experimental protocols. Data point different responses in relation to acute and chronic
effects of exercises on inflammatory process. In general acute exercise seems to lead to a
pro-inflammatory status through leukocytosis (neutrophilia, monocytosis and
lymphocytosis) followed by partial cellular immunosuppressive state, together to increased
serum creatine kinase enzyme concentration, C-reactive protein and cell adhesion
molecules concentration added to cortisol and cytokines secretion. In a chronic way
exercise training seems to lead to an antiinflammatory status that would promote tissue
adaptive condition and would protect organism against development of chronic
inflammatory diseases and also against effects of non-functional overreaching, where
seems to prevail a systemic and chronic pro-inflammatory and pro-oxidant state.

Key-words: Physical Exercise; Inflammatory Process; Adaptive Condition; Overtraining;

Cytokines.
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Introducdo

O processo inflamatério ou inflamagdo caracteriza-se como uma resposta de defesa
do organismo frente a um agente agressor, cujo objetivo € promover a cura/reparo. A
magnitude desse processo ¢ regulada por fatores pré e antiinflamatorios. A inflamagdo ¢
considerada um processo altamente benéfico e necessario quando relacionada ao
treinamento fisico sistematizado, uma vez que em conjunto com a agdo de hormoénios e

outras moléculas sinalizadoras ¢ responsavel pelo reparo e regeneracdo das estruturas

danificadas'.
Microtraumas e Adaptagao

O principio da sobrecarga ¢ um dos principios do treinamento necessarios para a
melhora do desempenho fisico. Pressupde que devem ser aplicadas progressivas
sobrecargas de esforco durante as sessoes de treino, a fim de provocar um distirbio da
homeostasia celular e a conseqiiente resposta a esse estresse. Esses diferentes estimulos
podem ser manipulados através das seguintes varidveis: carga, duragdo, pausa entre
estimulos, acdo muscular, velocidade de execucdo do movimento, freqiiéncia dos
exercicios/semana, nimero de exercicios/sessao, amplitude dos movimentos e combinacao
dos exercicios na sessdo’.

A aplicagdo de sobrecarga provoca micro-traumas de graus variados no sistema
muscular esquelético, tecido conectivo e articulagcdes. Esses microtraumas sao
considerados como danos temporarios e reparaveis, porque resultam em uma resposta

inflamatéria aguda, orquestrada dentre outros por neutréfilos e macrofagos®. Ou seja, os
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microtraumas desencadeiam a ativacao da inflamacao, que exerce a funcao de limpeza,
reparo ¢ desenvolvimento dos tecidos danificados”.

Os microtraumas sdo dependentes da intensidade do esfor¢o e incluem ruptura da
matriz extracelular, lamina basal ¢ do sarcolema. Podem resultar na liberagdo para a
corrente sanguinea de proteinas intracelulares como a mioglobina, lactato desidrogenase,
aspartato aminotransferase e creatina quinase (CK)"’. Podem ainda causar danos ao
material contratil e as proteinas do citoesqueleto, juntamente com uma desorganizagao na
estrutura miofibrilar, rompimento, alargamento ou prolongamento da linha Z com
subseqiiente comprometimento da ancoragem dos filamentos finos e ligacdo das fibras
adjacentes’.

Quando ¢ respeitado o tempo de descanso necessario para a recuperagao dos efeitos
agudos do esforco fisico ocorre adaptacdo positiva do miisculo-esquelético, no sentido de
um remodelamento morfolégico e metabdlico das miofibrilas®. O processo adaptativo
envolve a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares e subseqiiente ativacdo génica que
pode resultar em alteragdes na massa muscular, nas propriedades contrateis e nas respostas
metabolicas’. Essa sinalizagdo protéica ¢ dependente da especificidade dos exercicios

. . . . 2
empregados e se reflete no aumento de rendimento em capacidades biomotoras diversas”.
Microtraumas e Resposta Inflamatoria

O mecanismo de reparo do dano € altamente sincronizado, e pode ser dividido
basicamente em trés fases: uma fase degenerativa, seguida de uma fase regenerativa e uma
terceira de remodelamento do tecido danificado®. Constitui um quadro complexo, no qual

as células inflamatdrias promovem tanto dano quanto regeneragdo. Isso ¢ feito através da
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acdo combinada de espécies reativas de O, (EROs), antioxidantes enzimaticos e de baixo
peso molecular, fatores de crescimento, hormdnios e citocinas, que mantém um equilibrio
entre atividades pré e antioxidantes e pro e antiinflamatérias”'°.

A primeira fase do reparo ¢ disparada pela ruptura do sarcolema, favorecendo a
liberacdo de aminas vasoativas, como a histamina, pelos mastocitos e células
inflamatoérias. Esses peptideos provocam vasodilatagdo e aumento na permeabilidade do
endotélio vascular. O aumento na permeabilidade vascular viabiliza o influxo de células
inflamatérias para o local lesionado®’.

Os neutrofilos sdo a primeira sub-populacio de leucdcitos a aparecer
apresentando um pico apds 60 minutos de exercicio fisico que pode perdurar por até 5
dias. Nestas circunstdncias ha também um aumento na exportagdo dos neutrofilos da
medula Ossea para a corrente sanguinea, mediado pela a¢io do cortisol'.

A principal fun¢do dos neutrdfilos ¢ a remocgdo, por fagocitose, dos elementos
indesejaveis relacionados a lesdo tecidual. Essa acdo ¢ tida como ponto de partida para as
respostas subseqiientes de reparo e crescimento tecidual'’. Para isso os neutréfilos ativados
liberam proteases lisossomais que degradam as proteinas locais. Formam também EROs
como resultado da acdo da enzima NADPH oxidase, através de um processo conhecido
como burst respiratorio e também pela ativagdo da enzima mieloperoxidase'’. A resposta
mediada pelos neutrofilos deve ser aguda e muito bem regulada, a fim de preservar a
integridade das células e tecidos onde o evento inflamatorio estd ocorrendo, e evitar a
exacerbagio do dano através de um aumento na produgido de EROs'’.

Os monocitos formam a segunda sub-populagdo de leucocitos a aparecer no local

danificado. Quando essas células saem da circulagdo e migram para os tecidos passam a



19

ser chamados de macréfagos'®. Recentemente surgiram evidéncias de que a funcio dos
macréfagos que invadem precocemente o local lesionado (entre 24-48h) ¢ diferente
daqueles que aparecem mais tardiamente (entre 48-96h). Esses ultimos teriam um papel
mais ativo no reparo muscular enquanto que os primeiros teriam como principal funcao a
remocdo do tecido danificado'".

De fato, estudos in vitro e in vivo confirmaram que os macroéfagos exercem uma
funcdo importante no reparo e crescimento do tecido lesado, provavelmente pela secregao
de moléculas pro-regenerativas. Dentre essas se destacam alguns hormonios, como o fator
de crescimento semelhante a insulina e algumas citocinas reguladoras do crescimento
celular, como o fator de crescimento dos fibroblastos, e 0 TGF-B'%. Essas citocinas atuam
no recrutamento e ativagdo dos fibroblastos, que secretam moléculas de colageno,
contribuindo para a regeneracdo tecidual. Além disso, sinalizam a ativagdo, proliferacdo e
diferenciagdo de células-satélite musculares, importantes para a reestruturagao tecidual 2.
Os macréfagos secretam ainda diversas outras moléculas, como quimiocinas e
prostaglandinas, além de EROs'’.

Jé os linfocitos sdo importantes principalmente no pds-exercicio, quando respondem
de uma forma bifasica. Exibem aumento durante e imediatamente apos o esforco,
especialmente das células Natural Killer (NK), seguido de queda que pode perdurar até 6
horas (principalmente dos linfocitos T e das células NK) com perda da capacidade
funcional. Tais alteragdes podem levar a um quadro de imunosupressio transitoria’. Essa
imunossupressdo vem sendo investigada principalmente em relagdo a maior
susceptibilidade as infecg¢des do trato respiratorio superior em atletas, como efeito agudo do

L. . 13
exercicio exaustivo e prolongado .
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Esta imunossupressao aguda também pode estar associada a diminuigdo na atividade
de neutréfilos e monocitos, com menor secrecao de citocinas, burst respiratorio atenuado,
menor capacidade quimiotaxica dos neutréfilos € menor expressao dos receptores Toll-like
(TL) pelos monocitos, responsaveis pelo reconhecimento de tecidos danificados no

9,13,14

organismo . O cortisol parece sinalizar esse ambiente imunosupressor, conhecido na

»15

literatura como “janela aberta”” e relacionado a maior possibilidade de instalacdo de

. . , RSCN
quadros infecciosos no pos-exercicio”">.
Resposta de Fase Aguda

Um ponto importante a ser considerado em relacdo ao processo inflamatorio € que
a resposta local descrita acima normalmente ¢ acompanhada por uma resposta sistémica,
chamada de resposta de fase aguda'®. O objetivo dessa resposta ¢ ajustar a homeostasia
para o reparo tissular. Assim, dentro de poucas horas apds a ativagdo da inflamacao
localizada, o organismo pode apresentar uma variedade de alteragcdes sistémicas
fisiologicas e comportamentais (conhecida também como Sickness Behavior), dependentes
principalmente da intensidade e duragdo do estimulo estressor'®. Algumas delas estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais alteragdes organicas que podem ocorrer durante a resposta de fase aguda.
Adaptado de Ceciliane et al. (2002)"; PFA=Proteinas de Fase Aguda;

ACTH=Hormonio Adrenocorticotréfico; GH=Hormonio do Crescimento.

ALTERACOES RESPOSTAS BIOLOGICAS

Aumento do catabolismo protéico
Aumento da lipogénese hepatica
Aumento da lipdlise no tecido adiposo
BIOQUIMICAS Aumento da gliconeogénese
Queda na [Zinco] e [Ferro] no plasma
Aumento da [citocinas] no plasma
Aumento da sintese hepatica das PFA
Aumento da sintese de fatores quimiotaticos

Febre
Aumento da secregao de ACTH, cortisol, glucagon, catecolaminas, GH
FISIOLOGICAS Alteragao na hematopoiese
Desenvolvimento de quadro anémico
Leucocitose

COMPORTAMENTAIS Sonoléncia
Perda de apetite

Uma das respostas mais importantes e estudadas da fase aguda envolve o aumento
na sintese hepatica com conseqiiente aumento na corrente sanguinea das chamadas
proteinas de fase aguda® Dentre elas destacam-se a proteina-C-reativa (PCR), ol-
glicoproteina 4acida, amildide sérico-A, haptoglobina, fibrinogénio, transferrina e

16,18

ceruloplasmina Em contrapartida, existem algumas proteinas que tem sua

concentragdo diminuida na fase aguda, sendo chamadas de proteinas de fase aguda
negativas. Dentre elas destaca-se a albumina'®,
Os estudos classificam, em seres humanos, as proteinas de fase aguda positivas

segundo seu potencial de aumento na corrente sanguinea durante a fase aguda (Tabela 2),

ou ainda segundo as proteinas sinalizadoras de sua sintese hepatica dentro dessa fase

(Tabela 3).
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Tabela 2. Classificag@o das proteinas de fase aguda baseada na magnitude de aumento dentro da

resposta de fase aguda. Adaptado de Heinrich et al., 1990"; Ceciliane et al., 2002".

CLASSIFICACAO EXEMPLOS

PFA que aumentam Ceruloplasmina
50% sua concentragao

PFA que aumentam Fibrinogénio
sua concentracdo de 2 a 3x o1-Glicoproteina acida
Haptoglobina

PFA que aumentam Proteina C-reativa
sua concentragado centenas de vezes Amilbide sérica A

Tabela 3. Classificacdo das proteinas de fase aguda baseada nas proteinas que induzem sua

sintese. Adaptado de Heinrich et al., 1990”: Baumann & Gauldie, 1994°°; Moshage,

1997",
CLASSIFICACAO EXEMPLOS
Amiléide sérica A
TIPO | Proteina C-reativa
(IL1B, TNF o) Haptoglobina

a1-Glicoproteina acida

Fibrinogénio
TIPO Il a1-Antiquimiotripsina
(IL6) a1-Antitripsina

a2-Macroglobulina

As proteinas de fase aguda positivas ajudam a conter a amplificagdo
potencialmente letal da inflamagdo de formas variadas: pela ativacdo do sistema de
complemento, opsonizagdo, remocdo de microorganismos € metabolitos celulares,
remodela¢do celular e controle da expressdo génica, controle anti-trombdtico e da

hemostasia, controle do burst respiratorio desencadeado pelas células inflamatorias,
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controle da acdo de enzimas proteoliticas e da ativacdo da inflamagdo local; além disso,
seqiiestram fons reativos (Fe™, Cu”) e EROs'®'"®, modulando, dessa forma, a resposta
inflamatéria. Como exemplo, o aumento da concentracao plasmatica de transferrina teria a
funcdo de contencdo dos danos secundarios aqueles gerados pela lesdo tecidual, via
diminui¢do na concentragdo plasmatica do ion Ferro, que pode participar da geracao de
oxidantes celulares potentes'®.

Ja em relagdo a albumina, a diminui¢do de sua concentracdo no plasma parece
ocorrer devido a uma inibigdo hepatica da expressao de seu RNAm, mediada por outras
proteinas relacionadas a inflamagao, como a IL-6, ou ainda devido a necessidade do figado
em aumentar a sintese das proteinas de fase aguda positivas, necessitando para isso de uma
maior disponibilidade de aminoacidos, obtidos pela maior degradacdo da propria
albumina®'. Além disso, uma maior permeabilidade vascular durante a ativacdo do
processo inflamatdrio poderia desencadear um maior efluxo de albumina do plasma para o
intersticio celular, ocasionando a queda de sua concentraciao plasmatica, caracterizando o
quadro de edema tecidual, uma caracteristica peculiar da resposta inflamatéria®'. Junto
destas proteinas de fase aguda, outros compostos que tém suas concentragcdes plasmaticas

diminuidas durante a fase aguda sdo os minerais zinco e calcio'.
Controle da resposta inflamatdria

Um grupo de glicoproteinas coletivamente chamadas de citocinas sdo as
responsaveis pela coordenacdo, amplificagdo e regulacdo da magnitude e duracdo dos
eventos inflamatérios e, consequentemente, de seus efeitos®>>. As citocinas sdo produzidas

e liberadas principalmente pelas células do sistema imune, além da musculatura ativa e por
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uma variedade de tecidos como tecido adiposo e células endoteliais®. As citocinas podem
ter atividade pro-inflamatoria (IL-1p, TNF-a, IL-6), antiinflamatoria (IL-6, IL-10 e IL-1ra)
e ainda moduladora da inflamac¢do (IL-6), regulando, além da inflamacdo, a ativacdo de
vias energéticas para suporte do processo23 .

As citocinas sdo as responsaveis pela comunicacdo inter-células, inter-orgdos e
inter-sistemas””. Permitem que diferentes sistemas organicos sejam informados do trauma
em um tecido especifico. Viabilizam o influxo de neutréfilos, mondcitos, linfocitos e
outras células que participam da limpeza e regeneracao tissular sinalizando indiretamente o
aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos e, consequentemente, um incremento na
transicao de fluidos e proteinas para o espaco extracelular’.

O microtrauma induzido no tecido muscular pelo exercicio fisico consegue ativar,
através da acdo das citocinas, outros tecidos como cérebro, figado, rins, endotélio, células
imunes e sistema endocrino, em especial o eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal e hipotalamo-
hip6fise-gonadas, para promover a agio integrada necessaria para a cura/reparo da lesio’.
O equilibrio entre as acdes pro-inflamatorias e antiinflamatorias das diferentes citocinas

contribui para a regeneracio completa do tecido danificado™®.
Citocinas pro-inflamatorias

As principais citocinas pro-inflamatorias sao a interleucina-1p (IL-1B) e o Fator de

Necrose Tumoral-o (TNF-a). Sao consideradas “citocinas-alarme™, pois sdo estimuladas
por eventos diretamente relacionados a lesdo tecidual, como por exemplo, alguns

mediadores quimicos intramusculares como a histamina, bradicinina, prostaglandinas,

leucotrienos ¢ EROs>®.



25

A IL-1B e o TNF-a sdao produzidas por mondcitos, macrofagos, neutrofilos, células
endoteliais, células musculares lisas e esqueléticas. Possuem a fungdo de favorecer uma
maior migragdo dos proprios mondcitos e neutréfilos para o local da inflamagio™. Essa
sinalizacdo ¢ reforgada pela inducdo na secre¢do de citocinas quimiotdticas, como a
interleucina 8 (IL-8) e moléculas de adesdo celular, que favorecem a adesdo e posterior
infiltracdo das células inflamatérias no tecido danificado®2.

A IL-1B e TNF-a também possuem receptores no hipotdlamo. Essa interagdo
provoca aumento na sintese de prostaglandinas, que promovem a febre. Podem ainda
induzir alteracdes no comportamento como reducao do apetite e da sede, queda da libido,
depressdo e alteragdes de humor®. Além disso, IL-1p ¢ TNF-a induzem ativagdo do eixo
hipotdlamo-hipdfise-adrenal e nucleo simpatico, que resultam em concentragdes elevadas
de cortisol e catecolaminas no plasma, os horménios do estresse’. Esse quadro fisiologico
desencadeado por estas citocinas ¢ conhecido como Sickness Behavior’.

As citocinas IL-1 e TNF-a possuem também receptores no figado, cuja ligagdo
sinaliza a sintese de algumas proteinas de fase aguda’® (Tabela 3). Esses citocinas sinalizam
ainda aumento na produ¢do de Interleucina 6 (IL-6) por monocitos, macrofagos, células
endoteliais, células epiteliais, fibroblastos e células musculares esqueléticas™, podendo

ainda sinalizar, quando produzidas em altas quantidades, proteodlise do tecido muscular

L. e e A . . 24
esquelético e inibi¢ao das vias de anabolismo™.
Citocinas antiinflamatdrias

A atividade reguladora do processo inflamatorio da IL-6 vem sendo considerada na

literatura como o principal agente regulador da resposta de fase aguda no exercicio fisico.
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A IL-6 ja foi chamada de fator exercicio ou miocina junto das citocinas IL-8 e IL-15%.
Essa citocina ¢ produzida em larga escala pelo musculo-esquelético, pelos leucocitos e
células endoteliais, via sinalizacdo das citocinas pro-inflamatdrias e das EROs, sendo sua
secrecao relacionada a intensidade, duracao e quantidade de massa muscular envolvida no
exercicio fisico™.

As acdes antiinflamatorias da IL-6 sdo diversificadas, incluindo efeitos inibitorios
sobre a producao e secrecao principalmente de TNF-a, estimulo da sintese das citocinas
antiinflamatdrias receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e Interleucina 10 (IL-10) e estimulo
da liberagdo de receptores soliveis para TNF-o*%%.

Dentre algumas funcdes especificas desempenhadas pelas citocinas IL-1ra e IL-10
estdo o bloqueio na apresentagdo de antigenos pelos macrofagos, a inibicao na produgdo de
IL-1pB, IL6, TNF-a e quimiocinas pelos macrofagos e linfocitos e, conseqiientemente, a
finalizagdo da resposta inflamatéria®>.

A sintese hepatica das proteinas de fase aguda também é controlada pela IL-6'°.
Possui também receptores hipotaldmicos que ativam o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e
o aumento na secrecdo de cortisol pelo cortex da adrenal’.

A IL-6 ativa a glicogendlise hepatica™ e a lipolise no tecido adiposo, via ativagio
da proteina quinase dependente de AMP (AMPK), junto da taxa de oxidagao dos acidos
graxos, de forma a fornecer energia para os processos de reparo e sintese tecidual®. A IL-6
controla a condi¢cdo de estresse oxidativo no tecido danificado, via inducdo na expressao

’ ’ . , jou] , . 2
de proteinas de choque térmico tanto no musculo-esquelético quanto nas células imunes®.

Regula também a migragdo das células-satélite, a fim de promover a hipertrofia do tecido
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muscular®. Por fim, a IL-6 junto da IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, parece dirigir o padrdo da

. . ~ . . .y 27
resposta inflamatéria para a producao de anticorpos e ativacao dos eosin6dfilos™'.
Glicocorticoides: cortisol e costicosterona

Os glicocorticoides, dentre eles o cortisol (em humanos) e a corticosterona (em
ratos), secretados pelo coértex da glandula adrenal também possuem fungdo
antiinflamatéria quando em concentragdes fisiologicas. Suas agdes contrapdem as agdes
pro-inflamatorias sinalizadas pelas citocinas IL-1p e TNF-a. O cortisol esta envolvido na
regulacdo da expressdo de moléculas de adesdo endoteliais, controlando dessa forma a
migracdo de fagocitos para o tecido lesado. Isso evita a potencializagdo do dano muscular
em fungio, por exemplo, de um burst respiratorio acentuado™.

O cortisol possui a capacidade de estabilizar as membranas lisossomais, inibindo a
liberacdo de enzimas proteoliticas sinalizadoras da inflamagdo tecidual. Pode também
diminuir a permeabilidade dos capilares, reduzindo o efeito do edema tecidual®®.

Os glicocorticoides induzem aumento na exportagdo do aminoacido glutamina pela
musculatura através do estimulo na atividade da enzima Glutamina Sintetase e expressao
do RNAm desta enzima®™. A glutamina é o principal substrato energético dos leucécitos.
Dessa forma, os glicocorticoides, quando secretados em maior quantidade durante o
exercicio fisico, suprimem a ativagcdo linfocitaria, especialmente os linfocitos T,
contribuindo para o quadro de imunossupressao pos-exercicio; a0 mesmo tempo suprimem
a febre, via redug@o na secre¢do de IL-1pB pelas células do sistema imune®®. Outra acdo é
induzir protedlise muscular, a fim de disponibilizar uma grande quantidade de

aminoacidos livres para a sintese de proteinas de fase aguda no figado.
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Dessa forma, os glicocorticdides, em concentragdes fisiologicas, favorecem certa
supressao da imunidade, refletida aqui no controle da inflamagao, caracterizando-se como

um evento organico pré-adaptativo.

Marcadores do processo inflamatorio na resposta aguda e adaptacdo cronica ao

exercicio fisico

A Tabela 4 apresenta uma revisdo da literatura sobre estudos que utilizam
marcadores de inflamagdo tais como citocinas, leucocitos, moléculas de adesao celular,
cortisol, concentracdo sérica da CK e proteinas de fase aguda no contexto da resposta
aguda a uma sessao de esforco fisico exaustiva. Note que os protocolos utilizados, a
intensidade empregada, os tempos de coleta apds esfor¢o fisico sdo variados entre os

estudos.



MARCADORES
citocinas

citocinas, WBC

HSP, WBC, IL8, CK

WBC

WBC

citocinas

citocinas, cortisol, WBC

citocinas, cortisol, NEUT

citocinas, NEUT

IL6, IL1-ra, CK

IL8

LINF

WBC

PCR; MAC

citocinas, CK

citocinas, cortisol, ADR

IL6

cortisol

AMOSTRA
H (n=8); S

H (n=10); S

H (n=24); WBC e S

H (n=30); S

H (n=43); S

H (=10); §

H (n=98); S

H (n=16), S

H (n=10); S e UR

H (n=53); S

H (n=8); S

H (n=16); S

H (n=14); S

H (n=130); S

H (n=60); S

H (n=15); ME

H(n=7); MEe S

H (=10); §

TIPO DE EXERCICIO
meia-maratona

meia-maratona

meia-maratona

maratona e meia-maratona

maratona e meia-maratona

maratona

maratona

maratona

maratona

maratona

maratona

maratona

maratona

100Km de corrida
corrida 160Km
exercicio exaustivo
(2,5h a 60%Pmax)
exercicio exaustivo

exercicio exaustivo

Tabela 4. Caracterizacdo da resposta inflamatoria aguda ao exercicio fisico.

MOMENTOS DE COLETA
pré, pés e 24h poés-esforco

pré, pos, 3h e 24h pos-esforgo

pré, pés, 3h e 24h pés-esforgo

pré e pos-esforgo

pré e pos-esforgo

pré, pos, 30min, 1h, 1.5h, 2h, 2.5h, 3h

3.5h, 4h pés-esforgo

pré, pds e 1,5h pos-esforgo

pré, poés

pré e pés-esforgo

pré, pos, 1.5h, 3h, 24h e 48h pos-esforgo

pré, pés, 30min, 1h, 1.5h, 2h, 2.5h, 3h

3.5h, 4h pés-esforgo

pré, pds, Oh, 3h e 24h pds-esforgo

pré, pos, 24h, 72h, 7dias, 14dias
pos-esforgo

pré e pés-esforgo

pré e pés-esforgo

pré, pds, 12h pos-esforgo

pré e pés-esforgo

pré e pés-esforgo

RESULTADOS
T [RNAm IL1-ra]

momentos pés-esforgo: T [IL8, TNF, MPO, CK]
momentos pés-esforgo: T [HSP] WBC; [IL8, CK, MPO] S
pés-esforgo: | geragdo ERO por NEUT, MON
pos-esforgo: T [MAC]
momentos pos-esforgo: T [TNF, IL1B, IL6, IL10, IL1-ra]
momentos pés-esforgo: T [IL8, IL6, IL10, IL1-ra]
pos-esforgo: T [IL1-ra, IL6, IL10, cortisol, CK, NEUT]
<> [IL1B, TNF, IL4, 1L12]

pos-esforgo: T [IL8, IL6, IL10, NEUT, MPO, MON]

pos-esforgo: T [IL6]; 1.5h: T [IL-1ra]; 24h: T [CK]

30min pos-esforgo: T [IL8]

T apoptose LINF 3h apds

pos-esforco: T lesdo DNA dos WBC 24-72h

pos-esforgo: T [PCR, IL6]; <> [MAC]

pos-esforco: T sanguinea [IL6, IL10]
pos-esforgo: T correlagdo CK - IL6, IL10, IL1-ra

momento pds-esforgo: T RNAm [IL6, IL8, TNF]

pos-esforco: T [ILE] ME e S

pos-esforgo: T [cortisol]

29

DISCUSSAO
7T status pro-inflamatorio e
pro-oxidante pos-esforgo

7T status pré-inflamatorio e
lesivo pés-esforgo no ME

7T controle inflamatorio e
antioxidante pds-esforgo

1 poder oxidante dos WBC
1 susceptibilidade as infecgdes

I capacidade de diapedese WBC
7T susceptibilidade as infecgdes

7T status pré e antiinflamatorio
pds-esforgo

7T controle inflamatério pos-esforgo

7T controle inflamatério pos-esforgo
7T relagéo NEUT - IL6

T controle inflamatério pos-esforgo
7T relagdo NEUT - IL6

7T controle inflamatério pos-esforgo
{ relagéo IL6 - CK

7T controle inflamatério pos-esforgo
1 status pro-apoptotico LINF
relagao: 1 apoptose LINF - T nivel treinamento

7T linfocitopenia - imunossupressao

T migragao células jovens da medula
T imunossupress&o pos-exercicio exaustivo

T controle inflamatério pos-esforgo

7T controle inflamatério pés-esforgo
7 relaggo CK - citocinas - DOMS

7 status pré e antiinflamatorio
pds-esforgo no ME

T controle inflamatério pos-esforgo

7 controle inflamatério pos-esforgo
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continuacdo Tabela 4

MARCADORES
IL1B
LINF
CK, PCR, citocinas, HSP70

citocinas

citocinas, CK

LINF, citocinas, cortisol

itocinas, cortisol, NEUT, MO

TNF, IL6, TGFB-1,

PCR, CK

IL6, NEUT

NEUT

cortisol

cortisol

TNF

LINF, NEUT, cortisol

WBC, TNF

LINF

NEUT, IL6, DOMS

CK, NEUT, IL6

citocinas, WBC, cortisol

AMOSTRA

R (n=64); Performance

H(n=11); 8

H (n=9); S

R (n=34); S

H (n=10); S

H (n=9); S

H(n=16);MEe S

H (n=32); S e ME

H (n=7); S

H (n=16); S

H (n=8); S

H (n=12); S

R (n=7?); S

H (n=12);

H (n=12); S

H (n=18); S

H(n=12);MEe S

H (1=10); §

H (n=30); MEe S

TIPO DE EXERCICIO
exercicio exaustivo

exercicio exaustivo
triathlon
90min de exercicio continuo

em esteira

2,5h de corrida a 75%V02max

2,5h corrida a 75%V02max

3h corrida a 70%V0O2max

45min corrida a 75%V02max

corrida 2,5h a 75%V02max

corrida 30min a 70%V02max

G1: 40min corrida a 55%V02max
G2: 80min corrida a 55%V02max
G3: 120min corrida a 55%V02max
2h de corrida entre 65-75V02 max

corrida voluntaria por 24h

T1: corrida até exaustdo a 80%V0O2max
T2: corrida até exaustao a 60%V02max

corrida 30min a 85%V02 max por 3 dias
T1: 40min pedalagem a 80%V02max
T2: 40min pedalagem a 60%VO2max
300 repeticdes EXC isocinéticas

45min corrida EXC 60%V02max

exercicio resisitido por 2h

MOMENTOS DE COLETA
2h pos-esforgo

pré, pos, 24h e 48h pos-esforgo

pré, 30min e 20h pés-esforgo

grupo CONT, pods e 24h pds-esforgo

pré, durante e 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6, 2d, 5d

pré, durante e 30min, 1h,
1.5h, 2h e 24h pés-esforgo

pré e pés-esforgo

24h pré e 48h pos-esforco

pré, durante e 30min, 1h, 1.5h, 2h
pos-esforgo

pré, 24h e 48h pos-esforgo

pré e 1h, 2h, 3h e 4h ap6s o esforgo

pré, pés, 2h e 8h pds-esforgo
pré e pés-esforgo
pré, pés e 1h pos-esforgo
pré e pos cada sessao, 24h e 72h
pos 3 sessdes
pré, pos e 24h pos-esforgo
pré, Oh, 2h, 4h, 6h, 20h, 24h, 48h, 72h, 6d
e 9d apos

pré, pés, 1h e 24h pés-esforgo

pré e pos-esforgo

RESULTADOS
pos-esforco: T tempo corrida; 4 [IL1B]

pos-esforgo: T lesdo DNA dos LINF;
T apoptose LINF

30min pos-esforgo: T [IL6, IL10, IL-1ra, HSP70]
20h pos-esforgo: T [PCR, CK]

momentos pés-esforgo: T [IL10] e 4 [TNF]
momentos durante e pos-esforgo: T [IL6];
momentos pos-esforgo: T [IL1-ra, CK];
<> [IL1B, TNF, IL8, IL15]

momento durante esforgo: T [IL6, cortisol, LINF]
momentos pos-esforgo: T [IL6]

pos-esforgo: T RNAm [IL6, IL1B, IL8, IL10, TNF]
pos-esforgo: T [cortisol, NEUT, MON]

pés-esforgo: T sanguinea [PCR, CK, IL6]
pos-esforgo: + muscular [TNF, TGFB-1]
momentos pos-esforgo: T [IL6, NEUT]
24h pos-esforco:  atividade quimiotatica NEUT
momentos pos-esforgo: T [cortisol] somente apds G3
pos e 2h pos-esforgo: T [cortisol]

pos-esforco: T tempo corrida; 4 [TNF]

pos-esforco: T [NEUT, LINF]; 1h: L [LINF]
pos-esforgo: T [TNF]; T apoptose WBC
T estresse oxidativo LINF em T1
T apoptose LINF em T1
até 6h pos-esforgo: T [IL6] no S; T [NEUT] no ME

momentos poés-esforgo: T [IL6, CK, NEUT]

pos-esforgo: T [IL6, IL10, 1L-1ra, IL8, cortisol, WBC]
pos-esforco: T RNAm [IL6, TNF, IL1p]
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DISCUSSAO
7 relagéo IL1B - fadiga

7 status pro-apoptotico LINF
7T linfocitopenia - imunossupressao

7T controle inflamatorio e
antioxidante pds-esforgo

7T controle inflamatério pos-esforgo

7T controle inflamatério pos-esforgo
T relagéo CK - IL6

7T controle inflamatério pos-esforgo
7 relagao cortisol - IL6

T status pro e antiinflamatorio
pés-esforgo no ME

7T controle inflamatério pos-esforgo
7T controle inflamatério pos-esforgo
7 relagéo IL6 - NEUT

1 poder oxidante dos NEUT
T susceptibilidade as infecgdes

7T controle inflamatério pos-esforgo
7 relag&o cortisol - duragdo do esforgo
7T controle inflamatério pos-esforgo
7 relagdo TNF - fadiga

71 relagso apoptose LINF - ERO - cortisol
7T linfocitopenia - imunossupressao

7T status pré-inflamatorio e pro-apoptético WBC
7T linfocitopenia - imunossupressao

relagao: T apoptose LINF - T intensidade
T linfocitopenia - imunossupressao

7T controle inflamatério pos-esforgo
7 relagdo IL6 - DOMS

7T controle inflamatério pés-esforgo
T relagdo NEUT - IL6 - CK

7T status pré e antiinflamatorio
pés-esforgo
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PFA=Proteinas de Fase Aguda; CK=Creatina Quinase; PCR=Proteina C-reativa, MAC=Macrofagos; TNF=Fator de Necrose Tumoral-Alfa; IL6=Interleucina-6; NOR=Noradrenalina;
IL10=Interleucina-10; MPO=Mieloperoxidase; IL15=Interleucina-15; IL4=Interleucina-4; IL12=Interleucina-12; ERO=Espécies Reativas de Oxigénio; ASA=Amildide Sérico A,
NEUT=Neutrofilos; TGFB1=Fator de Crescimento Transformador-f1; WBC=Leucoécitos; ADR=Adrenalina; LINF=Linfécitos; MON=Monocitos; HSP70=Proteina de Choque
Térmico-70; IL1-ra=Interleucina-1 Receptor Antagonista; DOMS=Dor Muscular de Inicio Tardio; IL1B=Interleucina-13; HSP=Proteina de Choque Térmico; IL8=Interleucina-8;
H=Humanos; R=Ratos; S=Soro/Sangue; ME=Misculo-Esquelético, UR=Urina; VO,max=Consumo Maximo de Oxigénio; G1=Grupo 1; G2=Grupo 2; G3=Grupo 3; T1=Teste 1;

T2=Teste 2; CONT=Grupo Controle; EXC=Excéntrico; T = aumento; 4 = diminui¢ao; <> = manutengao.
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De forma geral os dados experimentais tém mostrado que o exercicio fisico
agudo esta relacionado com leucocitose transitoria (em decorréncia especialmente da
neutrofilia, monocitose e linfocitose), seguida de supressdo parcial da imunidade

celular pela redugdo do nimero dos linfécitos e células Natural Killer®"

, possivel
redugdo na atividade dos neutrdfilos e mondcitos®’ e diminuigio na secrecdo de
anticorpos como a IgA salivar’'. Também tém sido mostrados aumentos nas
concentracdes séricas da CK e PCR, na secrecdo de cortisol e na concentragdo de
citocinas pro e antiinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-1ra, IL-8, IL-15) no musculo-
esquelético e soro. Note que o cortisol pode contribuir para a imunossupressao
aguda’’. A magnitude dos efeitos parece relacionada a caracteristicas dos exercicios
tais como intensidade, duragdo, freqiiéncia, tipo de acdo muscular e quantidade de
massa muscular envolvida?®®,

A Tabela 5 apresenta alguns estudos mostrando os efeitos da adaptag@o cronica

ao treinamento, com os mesmos marcadores apresentados acima.



MARCADORES
PFA

IL-6, IL-10, PCR

TNF
WBC
WBC

IL1B, HSP72
citocinas, NO
cortisol

TNF

IL6
TNF, IL6
IL6
IL6
IL6, TNF, PCR
TNF, IL6
citocinas, PCR

WBC, PFA, CK

MACR
citocinas
TNF

PFA

AMOSTRA
H(n=17); S

H (n=60); S

H (n=23);
H (n=10);
R (n=20); S
R (n=36); S
(n=64); LINF, MAC
H (n=33); S

H (n=14); ME

H (n=13); ME
H (n=15); ME, S
H (n=7); ME
R (n=19); ME
H (n=60); S
H (n=10); S
H (n=33); S

H (n=8); S

R (n=?); MACR
H (n=189); S
H (n=12); ME

H (n=32); S

3 semanas
de pedalagem

treinamento 4 semanas

treinamento 4 meses
treinamento 4 semanas
treinamento 4 semanas
treinamento 6 semanas
treinamento 8 semanas
treinamento 8 semanas

treinamento 8 semanas

treinamento 10 semanas
treinamento 10 semanas
treinamento 10 semanas
treinamento 12 semanas
treinamento 12 semanas
treinamento 12 semanas
treinamento 14 semanas

treinamento 15 semanas +
polimento

treinamento 16 semanas
treinamento 6 meses
treinamento 6 meses

treinamento 9 meses

MOMENTOS DE COLETA
pré, pés-dia 11, pos-dia 21

pré e pés-treinamento

pré e pés-treinamento
pré e pés-treinamento
pré e pos-treinamento
30min; 2,5h; 6h e 24h

48h apds ultima sessao de treino
pré e pds-treinamento

pré e pés-treinamento

pré, pés, 2h pds-esforco
pré e pés-treinamento
pré e pés-treinamento
pré e pdés treinamento
pré e pdés treinamento
pré e pés-treinamento
pré e pés-treinamento

pré, pos-cada dia de polimento

24h apos ultima sessao de treino
pré e pds-treinamento
pré e pés-treinamento

inicio, pds-5 meses, final

Tabela 5. Caracterizacdo da resposta inflamatoria cronica ao treinamento fisico.
DURAGAO DO PROTOCOLO

RESULTADOS
T [PCR, complemento C4] pds-dia 11
1 [o1-antitripsina] pés-dia 21

L[PCR]; <> [IL6]; T [IL10]

J [STNFR1, sTNFR2] ; <> [IL6, TNF]
< [WBC]

G1: T[LINF]; { [NEUT, MON, BAS]
EX: | [endotoxinas]; T IL1B, HSP72
EX: TNO, IL1B, IL2, IL4
7 [cortisol] no repouso com o treino

LITNF]

G1, G2, G3: TRNAm receptor IL6
< [TNF, IL6]
{ RNAm IL6
T RNAm IL6
& [IL6, TNFJ; L PCR
< [TNF, IL6]
© [citocinas];  PCR

T[LINF, NEUT, MON]
{ [haptoglobina]

T NO; T RNAm iNOS
<> [citocinas]
4 [TNF]; ¥ RNAm TNF

treinos MOD: T [a~1 antitripsina]
treinos INT: { [PCR, AGP]
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DISCUSSAO
agudo: T [PFA]
crénico:  [PFA]

1 controle inflamatério;
1 sensibilidade a insulina

*1 controle inflamatério
© fungdo imune e T poder adaptativo
T fungao LINF, { produgéo de ERO
T remogao endotoxinas, 1 defesa antioxidante tecidual
T fungdo MACR e LINF
1 controle inflamatério

T controle inflamatdrio
71 sensibilidade insulina

7T sensibilidade ME a IL6
1 regeneracéo e hipertrofia do ME
7T sensibilidade a IL6; T [glicogénio] ME
T controle inflamatério e metabolico do ME
7T controle inflamatério e { risco cardiovascular
T controle inflamatério - T performance
treinamento fisico promove <« [citocinas] e 4 RFA

7 eritropoiese, T defesa imunolégica

T fungdo MACR, T longevidade
treinamento fisico promove <« [citocinas]
{ protedlise e sarcopenia no ME

{ RFA
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PFA=Proteinas de Fase Aguda; CK=Creatina Quinase; PCR=Proteina C-reativa; AGP=Alfa-Glicoproteina Acida; MACR=Macrofagos; NO=0xido Nitrico; iNOS=Oxido Nitrico
Sintase Induzida; IgG=Imunoglobulina-G; IgA=Imunoglobulina-A; IgM=Imunoglobulina-M; TNF=Fator de Necrose Tumoral-Alfa; IL6=Interleucina-6; IL10=Interleucina-10;
IL2=Interleucina-2; IL4=Interleucina-4;, ERO=Espécies Reativas de Oxigénio; NEUT=Neutrofilos; BAS=Bastonetes; WBC=Leucodcitos; LINF=Linfocitos; MON=Mondcitos;
HSP72=Proteina de Choque Térmico-72; sSTNFR1=Receptor Soluvel do Fator de Necrose Tumoral-1; sSTNFR2=Receptor Soluvel do Fator de Necrose Tumoral-2; IL1B=Interleucina-
1B; H=Humanos; R=Ratos; S=Soro; ME=Musculo-Esquelético; G1=Grupo 1; G2=Grupo 2; G3=Grupo 3; MOD=Moderado; INT=Intenso; RFA=Resposta de Fase Aguda; T =

aumento; ¥ = diminui¢do; <> = manutengio.




35

O efeito cronico proporcionado pelo treinamento fisico, de qualquer natureza,
promove uma diminui¢do do status inflamatdrio local e sistémico, com atenuagdo na
producdo e secre¢do das proteinas de fase aguda, especialmente a PCR”, maior
producdo e secrecdo de citocinas com fung¢do antiinflamatoéria (em destaque a IL-6)23 e
melhora do poder antioxidante das células™**. A produgio de IL-6 parece exercer um
papel de destaque no controle do processo inflamatdrio e das alteragdes metabolicas
desencadeadas pelo treinamento fisico™. J4 a produgdo das citocinas IL-1p ¢ TNF-a.
tém se mostrado inalterada, transiente ou muitas vezes nem ¢ identificada, sendo
dependente do tipo de exercicio, da intensidade e duragio do mesmo?.

Evidéncias experimentais claras mostrando as adaptagdes referentes ao controle
do processo inflamatdrio em decorréncia do treinamento fisico sistematizado e regular

ainda sdo incipientes68’70

, embora existam atualmente bons artigos de revis@o propondo
que a pratica de atividade fisica sistematizada e regular produza um ambiente
antiinflamatorio protetor”*>®’. Nesse contexto, um aumento na condigdo organica pro-
inflamatodria pelo estimulo do exercicio seria contrabalancado, ao mesmo tempo, por
ambiente antiinflamatorio, que restringiria a magnitude e duracdo da pré-inflamagao,
levando ao controle do processo inflamatorio e, consequentemente, a regeneragao
tecidual®®.

Por outro lado, os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre a modulago da
inflamacdo dependem da qualidade e quantidade de estimulos. No overtraining (OT),
processo continuo de treinamento intensificado sem a recuperacdo adequada, pode
haver alteragdo no padrio de ativagio e regulagio do processo inflamatério’. Segundo a

posi¢ao apresentada pelo Colégio Europeu de Ciéncias do Esporte em 2006, o OT pode

se constituir pelos estados de overreaching de curta duragdo (overreaching funcional -
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FOR), overreaching extremo (overreaching nao-funcional — NFOR) e a sindrome do
overtraining (OT, 5)98.

O estado FOR ¢ caracterizado por uma queda rapida na performance seguida
por uma eventual melhora na performance, em um processo que se assemelha a teoria
da supercompensacgio’’. No estado NFOR a queda na performance tem recuperagio
mais prolongada. Normalmente ¢ acompanhada de fadiga e alteragdes bioquimicas,
imunoldgicas, fisiologicas e até mesmo por distirbios de comportamento’™”. Ja a OTS,
como o proprio nome diz, tem caracteristicas ainda mais difusas, afetando
negativamente varios sistemas, sendo de recuperacdo muito lenta’®. Embora seja uma
definicdo apontada pela literatura, na pratica as condi¢gdoes NFOR e OTS ndo podem ser
diferenciadas, sendo representativas de um mesmo quadro de perda de performance
junto de disfun¢des bioquimicas, fisiologicas, imunologicas ¢ de comportamento.
Outros nomes que ainda que a literatura vem apresentando para esta sindrome sdo
staleness, burn-out € underperformance syndrome.

Existe a hipotese de que uma secrecdo cronica aumentada de citocinas pro-
inflamatorias e agentes pro-oxidantes poderia levar ao estado NF OR*®. De acordo com
essa hipdtese, o iniciador desse estado no atleta submetido a treinos intensos € com
tempo insuficiente de recuperagdo seria uma progressdo do estagio adaptativo dos
traumas induzidos na musculatura esquelética e articulagcdes para um estdgio ndo-
adaptativo™®.

Esse processo ativaria os leucocitos circulantes e diversos tecidos, incluindo o
musculo-esquelético, a produzir mais citocinas pro-inflamatérias e agentes pro-
oxidantes, que desencadeariam o estado NFOR™®. No entanto, essa hipétese ndo foi

ainda comprovada experimentalmente, apesar da condicdo de Sickness Behavior, que
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se aproxima desta, j4 apresentar alguns relatos na literatura®.

Essa condigdo ¢
caracterizada por uma conjuntura de sintomas (apresentados na Tabela 1) derivados da
repetida exposicdo a um agente estressor e acompanhada por elevadas concentragdes
teciduais e séricas de citocinas com caracteristicas pro-inflamatérias™.

Para investigar a relagdo entre treinamento fisico, condi¢cdes de adaptacdo ou
nao-adaptacado e diversos biomarcadores, dentre eles os de processo inflamatorio, nosso
grupo de pesquisa desenvolveu recentemente um modelo de treinamento fisico com

100
. Nesse

animais que permitiu a separacdo dos mesmos em grupos FOR e NFOR
modelo de indu¢do ao OT os animais sdo submetidos a 11 semanas de treinamento em
esteira, treinando 1x/dia da 1* a 8 semana, 2x/dia na 9* semana, 3x/dia na 10* semana e
4x/dia na 11% semana. A investigagdo dos momentos inicial, p6és 9* semana e pos 11%
semana nesse grupo de animais mostrou um padrdo antioxidante e antiinflamatério,

acompanhado pelo aumento de performance dos ratos ao longo do protocolo (Fernando

Oliveira Catanho da Silva, Tese de Doutrado, 2009).
Conclusoes

Os estudos apontados nessa revisdo sugerem que o monitoramento de atletas em
treinamento através de marcadores do processo inflamatorio poderia contribuir para
definir, com menor grau de empirismo, o tempo necessdrio para a recuperagdo entre
esforgos fisicos durante as rotinas de treinamento e competi¢des, tendo em vista as
diferentes caracteristicas quanto ao efeito agudo e cronico do exercicio fisico no
tocante ao processo inflamatdrio. No entanto, para a definicdo dos marcadores mais
sensiveis em indicar os estados FOR e NFOR ainda sdo necessarias novas

investigacdes, através de estudos com condigdes experimentais mais bem controladas.
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ROTEIRO DE ESTUDO

1. Liste pelo menos 5 passos envolvidos na ativacdo da resposta inflamatoria
desencadeada pelo exercicio fisico. Justifique a importancia de cada passo
escolhido.

2. O esquema abaixo representa diversos tecidos que produzem e secretam citocinas
em condic¢oes basais. Qual(is) tecido(s) participaria(m) prioritariamente da producao
e secre¢do das citocinas durante o exercicio fisico? Justifique.

e —
CEREBRO
MUSCULOS | TECIDO ADIPOSO
| =
.\\.\ A\?{/
e
CITOCINAS
o X
4 i "
ENDOTELIO | 0SS0s
_,....-q,. =

=

SISTEMA IMUNE

Adaptado de Pedersen & Hoffinann-Goetz (2000)

3. Que conclusdes podemos tirar em relagdo aos dados apresentados na Figura abaixo.

ADAPTACAO AO TREINAMENTO [

@]

<

(8

<L

[v'd

l—

= | IL6|PCR

o/ JL
o

Q

EXERCICIO EXERCICIO EXERCICIO
TEMPO

Fischer et al. (2006)
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4. O cortisol é considerado o hormonio do estresse.

a) Aponte pelo menos 3 fun¢des desempenhadas por esse hormonio esteréide em
resposta ao exercicio fisico.

b) Essas fungdes desempenhadas pelo cortisol sdo benéficas (adaptativas) ou
maléficas (ndo-adaptativas) dentro do contexto exercicio fisico — inflamagao?
Justifique. ~

EXERCICIO
5. Observe o esquema ao lado. Discuta: *
. . HIPERTERMIA

a) Qual a importancia da Fase [? ;

v
ATIVACAQ DO
_ . SISTEMA IMUNE
b) O que difere as condicdes |
¥
destacadas em azul e vermelho CITOCINAS
) o
na Fase I1? Justifique.
SUCESSAO DE
SESSOES DE EXERCICIO
MELHORA DA FUNCAO sUcESSAO DE

DO SISTEMA IMUNE

>

SESSOES DE EXERCICIO

!

IMUN OS_UPRESSﬁ.O
CRONICA

Adaptado de Fehrenbach & Schneider (2006)

6. O sistema imune, através de alguns dos seus efetores, tem a competéncia de
promover a ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo das células-satélite musculares,
responsaveis pela regeneracdo (reparo) do tecido danificado pelo exercicio fisico.

SIETEMA IMUE

BRI RO Aol E
HEITFCFL O
LSFOLIT O

gl "

a) Discuta, dos efetores apresentados acima,
qual(is) dele(s) estaria(m) prioritariamente
envolvidos com a regeneragdo (reparo) do
tecido muscular danificado.

b) Essa regeragdo (reparo) seria precedida por
algum evento? Aponte o(s) efetor(es)

responsavel (is) por este evento.

Adaptado de Pedersen & Hoffmann-Goetz (2000)

Fase |

Fase Il
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7. Observe a Tabela e Figuras abaixo que apresentam o fenomeno da “Janela Aberta”.

a) Explique o fendmeno “janela aberta” e sua relagdo com o risco de doengas.

b) Quais os principais responsaveis pelo fendmeno da “Janela Aberta”?

c¢) Qual associacdo pode-se fazer entre risco de doencas e o principio da
sobrecarga.

d) Relacione esse fendmeno com a Sindrome do Overtraining (OTS). Quais

marcadores abaixo poderiam discriminar essa condi¢ao?

EFEITOS AGUDOS DO EXERCICIO FiSICO NO SISTEMA IMUNE

N° NEUTROFILOS
N° MONOCITOS
N° LINFOCITOS
N° CELULAS NK

PCR
[TNFa] PLASMA
[IL-18] PLASMA

[IL-6] PLASMA
[IL-1ra] PLASMA
[IL-10] PLASMA
[STNFR] PLASMA
[IL-8] PLASMA
CORTISOL

DURANTE o exercicio

IMEDIATAMENTE apds o exercicio

+ + Q0 + Q +

++
++

+ Q + +

+ 4+ + o+ o+ o+

+ aumento

++ aumento exponencial

- diminuicdo
& sem efeito

»
>

exercicio fisico

/ intenso

“Janela Aberta”
3h-72h

Fungao Imune Mediada por Células

v

*Células NK — células Natural Killer (representam uma linhagem de linfocitos com funcdo de eliminar antigenos

virais e bacterianos).

* STNFR — receptores soluveis do TNF-a (atuam, em conjunto com as citocinas antiinflamatorias, controlando o
estado pro-inflamatorio).

A

RISCOS
DE DOENCAS

I
B

|
C

DE ESFORGO

>

Adaptado referéncias 13, 15

INTENSIDADE / DURAGAO

Tempo
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8. Relacione as Figuras A e B com a condic¢do de adaptagdo ao treinamento fisico.

a) Qual dessas condigdes se assemelharia a um quadro de Overtraining? Justifique

as respostas mediante as func¢des desempenhadas pelos compostos (células,
horménios, citocinas e proteinas de fase aguda).

[ plasma]

evenee L6
3 § IL-1B8
2 = TNF-o
& N, * PFA (PCR; AGP)
4 '~ LEUCOCITOS
4 R NEUT%OFILOS

MACROFAGOS
: k LINFOCITOS

EOSINOFILOS

CORTISOL

[ plasma ]

tempo

vessese IL-6
CORTISOL
* IL-1ra

STy | R[]

- . LEucocitos
—— MACROFAGOS

NEUTROFILOS
LINFOCITOS

IL-1
PFA ?PCR; AGP)
TNF-a

tempo

Adaptado referéncia 23
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9. Analisando o esquema que representa a Teoria da Supercompensagdo abaixo,
analise.

a) Esta teoria se assemelha a qual das condic¢des possiveis induzidas pelo processo
de treinamento?

b) O que mudaria na conformacdo da Figura se o processo de treinamento
resultasse na condicao de Overtraining?

A

“SUPERCOMPENSACAO”

Homeostasia (?)
Substratos Energéticos (?)
Performance (?)

Sintese protéica (?)
Mitocéndrias (?)

Segundos (?)
Horas (?)
Dias (?)
Meses (?)
Anos (?)

10. Baseado na execucdo sistematica de exercicio fisico analise a seguinte afirmagao:
“Toda inflamac¢do deve gerar uma antiinflamacao”.

a) Quais seriam os principais efetores de cada fase (inflamagdo e antiinflamag2o)?
Justifique.

b) Relacione esse quadro (inflamagdo + antiinflamag¢do) com adaptacdo ou ndo ao
exercicio e ao treinamento fisico.
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CAPITULO 2 - RELACAO ENTRE TREINAMENTO FiSICO, PROCESSO
INFLAMATORIO E ADAPTACAO EM RATOS SUBMETIDOS A UM

PROTOCOLO DE INDUCAO AO OVERTRAINING.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi investigar a relagdo entre processo inflamatério e
adaptacdo em ratos submetidos a um protocolo controlado de treinamento em esteira,
contendo um periodo de desequilibrio entre o estimulo do exercicio e o tempo de
recuperacdo entre os estimulos. O protocolo foi realizado em 11 semanas, sendo
5x/semana com 60 minutos/sessao, considerando: treinos 1x/dia da 1* a 8* semana (24h
de descanso entre as sessOes), treinos 2x/dia na 9* semana (4h de descanso entre as
sessoes), treinos 3x/dia na 10* semana (3h de descanso entre as sessoes) e treinos 4x/dia
na 11% semana (2h de descanso entre as sessdes). Aos ratos eram ofertadas dgua e racao
ad libitum no momento do descanso. Foram analisadas as concentragcdes hepatica e
muscular das citocinas Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), Interleucina 1 (IL-18),
Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10); concentracdo muscular dos aminoacidos
Glutamina (GIn) e Glutamato (Glu); concentracdo sérica de Proteina C-reativa (PCR),
Albumina, Acido Urico (AU), FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), Creatina
Quinase (CK), Uréia, Proteinas Totais e Creatinina, além do hemograma completo. A
performance e os biomarcadores foram analisados ap6s a 9* e a 11* semana. Os animais
sacrificados apds a 9* semana constituiram o grupo treinado (Tr). Os animais do grupo
controle (CO) também foram sacrificados na 9* semana. Os resultados mostraram que a
performance da maioria dos ratos melhorou significativamente (p<0,05) apds a 11?
semana em relagdo ao grupo Tr, sendo caracterizados como grupo FOR (Overreaching
Funcional). Corroborando com o dado de performance o grupo FOR mostrou um maior
padréo antiinflamatério muscular (T[IL6] ¢ ¥ [TNFa e IL-1pB]), antiinflamatério sérico
(Y[PCRY]) e antioxidante sérico (T[AU e FRAP]) (p<0,05). Ao mesmo tempo apresentou
um maior padrdo proé-inflamatério no figado (T[TNFa e IL-1B]) (p<0,05). Exibiu ainda
tendéncia de queda (p>0,05) da concentragdao sérica da CK e dos leucécitos, assim
como dos componentes de sua contagem diferencial (neutrofilos, linfocitos e
bastonetes) e queda (p<0,05) na razdo Gln/Glu em relacdo ao grupo Tr. O grupo FOR
apresentou também queda (p<0,05) do numero de hemaceas e do hematdcrito. Os
resultados apresentados sugerem fortemente que os ratos do grupo FOR apresentavam-
se mais adaptados que os ratos dos grupos CO e Tr, exibindo um padrio
antiinflamatdrio sérico e muscular além de adaptacao antioxidante sérica.

Palavras-chave: Processo Inflamatério, Treinamento Fisico, Adaptagdo, Citocinas,
Overtraining.
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INTRODUCAO

O exercicio fisico pode ser considerado um modelo indutor de traumas,
responsaveis pelas adaptagdes morfofuncionais do organismo (Smith et al., 2008). As
lesoes geradas nos musculos esqueléticos e outras estruturas envolvidas com o
movimento sdo regeneradas durante o processo adaptativo ao estimulo, que conta,
dentre outros, com um tempo adequado de recuperacdo pods-estimulo (Smith, 2000;
Smith, 2004). A ativacdo da inflamagao local e sistémica ¢ um mecanismo capaz de
promover a regeneracdo, valendo-se para isso de diversas células e tecidos (Tidball,
2005).

O aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que acompanha
o aumento da atividade contratil muscular (Vollaard et al., 2005) parece ser importante
para a adaptagdo tecidual muscular (Jackson, 2008), contribuindo tanto para o inicio do
dano muscular induzido pelo exercicio quanto para a propagacdo da resposta
inflamatodria subseqiiente (Tidball, 2005). As EROs podem atuar como mediadores de
vias de transducdo de sinais capazes de induzir, dentre outros, a sintese de citocinas pelo
musculo-esquelético (Kosmidou et al., 2002; Bruunsgaard et al., 2004), ao mesmo
tempo em que sdo induzidas pelas proprias citocinas neste tecido (Reid & Li, 2001).
Atualmente diferentes grupos tém se preocupado com o estudo das relagdes entre
sistema imune, inflamagdo, produc¢do de EROs e adaptacdo (Pedersen & Hoffman-
Goetz, 2000; Smith, 2000; Malm, 2001; Tidball, 2005; Gleeson, 2006; Gleeson, 2007;
Huffman et al., 2008).

Durante o processo inflamatorio os neutrofilos e posteriormente os mondécitos se
dirigem para o tecido lesado, quando se transformam em macréfagos e iniciam o

processo de fagocitose (englobamento e digestdo de metabolitos celulares) , através da
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producdo de EROs e do reparo tissular. Essas acdes possibilitam o remodelamento
morfologico e, indiretamente, metabdlico das miofibrilas (Tidball, 2005; Hoppeler et
al., 2007).

As agoes dos neutrofilos e macrofagos estdo inseridas no contexto da resposta de
fase aguda que, através de acdes integradas entre leucocitos ativados, citocinas,
proteinas de fase aguda, e outras moléculas sinalizadoras controlam e direcionam tanto
as respostas a uma sessdo de exercicios como as adaptacdes decorrentes do treinamento
(Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Steinacker et al., 2004; Gleeson, 2007). E
importante ressaltar que a resposta mediada por essas células deve ser aguda e muito
bem regulada, a fim de preservar as células integras dos tecidos onde o evento
inflamatério esta ocorrendo, e evitar a exacerbagdo do dano através de um aumento na
producdo de EROs (Butterfield et al., 2006).

O treinamento fisico intenso e regular pode levar tanto a um equilibrio quanto a
um desequilibrio entre a quantidade de estimulos em relagdo a qualidade da recuperagao
dos mesmos. Nesse sentido, atletas expostos a um processo continuo de treinamento
intensificado podem responder, basicamente, de duas maneiras. Podem tanto
experimentar uma queda rapida na performance seguida de uma melhora apds adequada
recuperagdo, como podem continuar com a performance cronicamente diminuida por um
longo periodo de tempo (Meeusen et al., 2006).

O European College of Sports Sciences em 2006 denominou a primeira situagdo
de overreaching funcional (FOR) e a segunda de overreaching nao- funcional (NFOR),
como representativos do estado de Overtraining (Meeusen et al., 2006). O NFOR pode
durar semanas ou meses (Halson & Jeukendrup, 2004), sendo normalmente

acompanhado de alteragdes bioquimicas, imunolodgicas, fisioldgicas e at¢ mesmo por
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distarbios de comportamento (Urhausen & Kindermann, 2002). Foi sugerido que este
quadro seria causado por uma resposta inflamatoria sistémica, cronica e desregulada,
mediada por citocinas pro-inflamatdrias produzidas principalmente por neutrofilos e
macrofagos (Smith, 2000) e, mais recentemente, pelos tecidos muscular e adiposo
(Coffey & Hawley, 2007; Nielsen & Pedersen, 2008).

A despeito dessa e outras hipoteses para explicar os estados FOR e NFOR, ainda
ndo foram claramente demonstrados marcadores precoces associados a esses estados.
Isso acontece principalmente em fung¢do dos poucos resultados de estudos controlados
devido a contradicdo de se aplicar um treinamento que vise uma diminuicdo da
capacidade fisiologica funcional (Armstrong & VanHeest, 2002) e a falta de atletas
voluntarios que estejam dispostos a correr o risco de perder uma temporada de
treinos/competi¢des (Noakes & Lehmann, 1993).

Um modelo animal de indu¢do ao continuum Treinamento-Overtraining de onze
semanas foi recentemente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, € permitiu a
separac¢do dos ratos em grupos FOR e NFOR (Hohl et al., 2009), possibilitando o estudo

das relacdes entre treinamento fisico, processo inflamatorio e adaptagao.

OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi utilizar esse modelo animal para a
investigacdo dos efeitos do treinamento fisico sistematizado sobre as condigdes
adaptativas dos ratos utilizando marcadores relacionados ao processo inflamatorio.
Foram analisados marcadores hematologicos, bioquimicos e imunologicos de

inflamacdo em amostras de musculo, figado e sangue. Os efeitos do treinamento
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proposto foram acompanhados por testes até a exaustdo (testes de performance)

realizados em diferentes momentos do protocolo (Hohl et al., 2009).



58

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos machos da ragca Wistar (n=37), adquiridos do Centro de
Bioterismo da Unicamp, alimentados com rac¢do e agua ad /libitum. Os animais foram
mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e 22°C e fotoperiodo de
12 horas com ciclo de luz claro-escuro invertido. Todos os procedimentos adotados
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (protocolo 1447-1).
Os animais foram adaptados a esteira rolante 15 dias antes do inicio do protocolo (o
inicio do protocolo se deu com os ratos atingindo 60 dias de idade). Ao final do periodo
de adaptacdo os animais foram submetidos ao primeiro teste de performance e,
posteriormente, divididos em dois grupos: controle sedentario (n=11) e grupo submetido

ao protocolo de treinamento (n=26).
Protocolo de treinamento

Os ratos foram submetidos a um protocolo de inducdo a um continuum entre
Treinamento-Overtraining durante 11 semanas, treinando 5x/semana, conforme
mostrado na Tabela I. As quatro primeiras semanas foram dimensionadas respeitando-se
um treinamento adaptativo, onde velocidade e tempo de corrida foram aumentados
progressivamente a cada semana. Da 5* a 8* semana manteve-se a velocidade e o tempo
de corrida, a fim de que os ratos estivessem bem adaptados a carga de treinamento
estabelecida. Na 9%, 10* e 11* semanas procurou-se estabelecer um desequilibrio entre

estimulo e recuperacdo nos animais treinados, aumentando-se o nimero de sessdes
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didrias de treino para duas, trés e quatro vezes, com diminui¢do no tempo de
recuperagdo entre as sessoes (4, 3 e 2 h, respectivamente).

Animais que ndo foram submetidos ao treinamento caracterizaram o grupo
controle (CO; n=11). O grupo CO realizou, duas vezes na semana, 10 minutos de
corrida na velocidade de 12 m/min durante todo o periodo relativo ao protocolo de
treinamento. A avaliagdo da performance foi feita através de seis testes (testes 1-6),
indicados na Tabela I. Os testes de desempenho realizados no grupo CO foram feitos
nas semanas correspondentes aos testes realizados durante o periodo de treinamento, ou
seja, no mesmo tempo de vida dos ratos treinados.

Os animais que participaram do protocolo de treinamento foram divididos em
grupo treinado (Tr; n=11) e grupo overreaching funcional (FOR; n=12), sendo

representativos da 9* e 11* semanas de treinamento, respectivamente.

Tabela 1. Protocolo de treinamento de 11 semanas.

Semanas Numero dos Velocidade do  Duracio do Numero de Recuperacio
Experimentais Testes Treino (m/min) Treino (min) Sessodes didrias entre as sessoes (h)

1 ) ) ) 24

1? semana sem testes 15 20 1 24

28 semana sem testes 20 30 1 24

32 semana sem testes 22,5 45 1 24

42 2 25 60 1 24
5%a7? semana sem testes 25 60 1 24
87 3 25 60 1 24

9? 4 25 60 2 4
10 5 25 60 3 3
11? 6 25 60 4 2

Teste de desempenho

Todos os testes foram realizados 60 horas apds a ultima sessao de treinamento; a

velocidade inicial da esteira foi de 12 m/min, sem inclina¢do. A cada 2 min
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incrementou-se a velocidade em 1 m/min até que fosse atingido 20 m/min. A partir
dessa velocidade o incremento da esteira passou a ser de 2 m/min a cada 3 minutos, até
que o animal atingisse a exaustdo. A exaustdo foi definida no momento que os animais

tocaram a grade eletrificada da esteira cinco vezes em um minuto (Liu et al.., 2000).

Quantificagdo do desempenho

Para avaliar longitudinalmente o efeito do treinamento nos ratos foi necessario
estabelecer um teste que pudesse quantificar o desempenho dos animais de maneira
independente da variagdo de sua massa corporea. Para tanto, buscamos quantificar a
poténcia impressa pelos ratos nos respectivos testes. A poténcia mecanica ¢ o produto
entre massa e velocidade e o trabalho mecanico realizado é o produto entre poténcia e
tempo. Com a distancia total “d” percorrida nos estagios i= 1, 2, 3, 4... na velocidade
“vi” durante tempos “t;” ¢ d = X d;= X v; t; pudemos calcular uma grandeza relacionada
a performance que considera a massa do animal durante o teste multi-estagio:

P=mxd
Onde: (P) representa a performance do rato; (m) = massa; (d) = distancia total
percorrida pelo rato ao longo do teste. Ao envolver a massa do animal esta varidvel P

permite comparar os desempenhos dos ratos longitudinalmente. Neste caso, P ¢

expresso em kg.m.

Cronograma dos testes de performance e momentos de sacrificio dos ratos

Os testes até a exaustdo foram realizados antes do inicio do treinamento e nas
semanas 4, 8, 9, 10 e 11 (Tabela I), salientando-se que os animais néo treinavam no dia
do teste de performance. Ao término da 9" semana de treinamento separamos

randomicamente um grupo de ratos (n=11) que compds o grupo treinado (Tr) do
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protocolo. O sacrificio desses animais (para coleta das amostras) foi feito 60 h apos o
teste de performance, afim de analisarmos as adaptacdes cronicas do treinamento, junto
do sacrificio de animais do grupo controle (CO; n=11). Ao término da 11° semana,
novamente ap6s 60h do teste de performance, foi feito o sacrificio dos animais e a
separagdo dos grupos FOR e NFOR. E importante salientar que os ratos descansam 60h

entre a ultima sess@o de treino e o teste de performance.
Separacao dos grupos FOR e NFOR

A separagdo dos grupos FOR e NFOR foi feita através da utilizagdo do
coeficiente angular da reta (o) utilizando os dados de performance desempenhadas por
ratos “Controle” (ndo submetidos ao protocolo de treinamento de 11 semanas) nos testes
4,5 e 6, representativos da 9%, 10* e 11* semanas do protocolo, respectivamente (Hohl et
al., 2009).

A Figura 1 apresenta a freqiiéncia dos valores de coeficiente angular da reta do
trabalho realizado (o) pelos ratos FOR e NFOR, e os valores brutos da performance

destes ratos (n=15) ao longo de todo o protocolo de treinamento (em Kg.m).

B
FOR (n=12)

3,0 _ - 0 sem 4" sem 8% sem 9% sem 10°sem  11°sem
NFOR (n=3) 313 4975 573,7 460 533 450
1 343 468 585,3 485 424 541
2,5 278,7 535 660,6 544 536 646
167,1 326 503,4 397 414 487
1 169 403 4955 398 569 453
2,0 — grupo FOR (n=12) | 2206 338 574 519 450 607
] 213,22 348 4743 479 519 451
261,5 480 4636 472 561 478
1.5+ 328 344,2 637 478 772 714
. 222,5 214 512 468 556 596
192,5 309,5 422 399 554 440
1.0 238,4 358 418 496 562 582
. 195,1 284 469,2 524 427 459
grupo NFOR (n=3) | 2755 360 578 485 453 447
0.54 2534 459 441 464 505 338

0.0 =77 LA LA IR LA N ENLEN LA NN NN LI BELAN

6020 4515 30,10 -1505 000 1505 3010 4515 6020 7525 90,30 10535 120,40 13545 150,50

Coeficiente Angular
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Figura 1. Histograma da freqliéncia de valores do coeficiente angular da reta (o) da
performance nos testes referentes a 9%, 10* e 11* semana dos ratos submetidos ao
protocolo de indugdo ao continuum treinamento/overtraining (A). Valores de
performance (Kg.m) nos 6 testes executados ao longo do protocolo de indugéo ao
continuum treinamento/overtraining nos grupos FOR ¢ NFOR (B).

Os dados indicam que a maioria dos animais melhorou seu desempenho,
apresentando a > -15,05 Kg.m, sendo selecionados para o grupo FOR (n=12). Somente
3 ratos foram separados como NFOR. O critério para inclusdo dos animais nesse grupo
foi apresentar uma queda no coeficiente angular superior a -15,05 (Hohl et al., 2009).
Como o numero de animais do grupo NFOR foi muito pequeno, nesse estudo serdo
apresentados e discutidos somente os dados referentes ao grupo FOR, com numero de
animais suficiente para que os valores mensurados possam ser comparados com 0s

valores das variaveis dos grupos Tr e CO.

Coleta de sangue total

Os animais foram anestesiados via intraperitonial com ketamina (anestésico
geral) e cloridrato de xilazina (relaxante muscular), nas doses de 10 e 5 unidades pra
cada 100 g, respectivamente (Kohn et al., 1997). Em seguida, realizou-se uma sec¢ao na
cavidade toracica para a visualizacdo do coracdo. Todo o sangue possivel (12=1mL) foi
coletado do ventriculo esquerdo, sendo 2 mL transferidos para tubos contendo
EDTA/Kj (a) e os outros 10mL para tubos de coleta de soro (b), com gel separador.
Utilizamos 2 mL de sangue total (ST) (a) imediatamente para as analises hematoldgicas
e, do restante (b), apds centrifugacao a 2800rpm por 15 minutos, aliquotamos amostras
de 500 pL de soro, mantendo-as estocadas a -80°C para as analises bioquimicas e
imunoldgicas. Vale ressaltar que os animais ndo estavam em jejum antes da coleta de

sangue para as respectivas analises.
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Coleta das amostras de musculo e figado e preparagdo dos homogenatos

Ap0s a coleta do sangue total executamos a dissecagdo das amostras de musculo e
figado. As amostras do musculo gastrocnémio total esquerdo (GTE) foram retiradas e
rapidamente estocadas a -80°C para as analises bioquimicas (aminoacidos). As amostras
do musculo gastrocnémio total direito (GTD) foram retiradas e dissecadas nos seus
diferentes constituintes: gastrocnémio vermelho (GV) e gastrocnémio branco (GB).
Logo apos, foram estocadas a -80°C para as andlises imunologicas. As amostras de
figado foram retiradas e dissecadas em quatro partes diferentes (para a analise das
citocinas), sendo também estocadas a -80°C para as analises imunoldgicas.

Os homogenatos do GTE para analises bioquimicas foram preparados da seguinte
forma (Brand & Hess, 2000):

Aminoacidos: Glutamato (GLU) e Glutamina (GLN);
v" Homogeneizagdo do GTE (600mg) em 3mL de 4cido perclérico (PCA 10%) em
aparelho homogeneizador POLITRON PT2100;
v Acerto do pH para aproximadamente 7,0 com KOH (20%);
v Centrifugac¢do a 3500rpm por 5 minutos;
v Retirada do sobrenadante, verificagdo do pH (deveria estar proximo de 7,0);

v" Congelamento das amostras a -80°C até a execugdo dos experimentos.

Os homogenatos do GTD (divididos em GV e GB) para analises imunologicas
foram preparados da seguinte forma (Brand & Hess, 2000):
v" Homogeneiza¢do dos musculos (100mg) em 500uL de tampio PBS (pH 7,4) em
aparelho POLITRON PT2100;

v" Centrifugagdo a 3500rpm por 5 minutos;
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v Retirada do sobrenadante e posterior congelamento das amostras a -80°C até a

execucdo dos experimentos.

Os homogenatos de figado para andlises imunoldgicas foram preparados da
seguinte forma (Brand & Hess, 2000):
v' Homogeneizagdo do figado (200mg) em 2mL de tampdo PBS (pH 7,4) em
aparelho POLITRON PT2100;
v Centrifugagdo a 3500rpm por 5 minutos;
v Retirada do sobrenadante e posterior congelamento das amostras a -80°C até a

execucao dos experimentos.

Andlises bioquimicas

Dentro das analises bioquimicas quantificamos: a concentragdo sérica das
Proteinas de Fase Aguda (PFA), sendo uma positiva: Proteina C-reativa (PCR) e uma
negativa: albumina. Foi também analisada a atividade sérica da enzima Creatina
Quinase (CK), a concentragdo sérica dos antioxidantes (FRAP — Ferric Reducing Ability
of Plasma e é4cido urico — AU), junto da concentra¢cdo muscular dos aminoédcidos GLU e
GLN. Estas analises bioquimicas foram feitas em aparelho automatizado AUTOLAB 18
(Boehringer & Mannheim) através de kits especificos para cada marcador (PFA, CK e
AU) ou em espectrofotometro, no caso da quantificacdo dos aminoacidos ¢ do FRAP,

seguindo os protocolos de Lund (1985) e Benzie & Strain (1996), respectivamente.

Andlises hematologicas

Dentro das analises hematoldgicas quantificamos: o nimero total de hemaceas

(RBC), concentracdo de hemoglobina (Hb), hematécrito (HCT) e leucocitos (WBC) no
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sangue total, além da contagem diferencial dos leucdcitos (bastonetes, neutrdfilos
segmentados, eosindfilos, linfocitos, mondcitos e basofilos). As analises hematologicas
foram feitas em aparelho CELM CC-550 (Companhia Equipadora de Laboratérios

Modernos, Sao Paulo/SP, Brasil).
Andlises imunoldgicas

Quantificamos as citocinas interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-o
(TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 10 (IL-10) nos musculos
gastrocnémio vermelho (GV), gastrocnémio branco (GB), além do figado e soro. Para a
quantificagdo destas citocinas utilizamos kits Duo-Set (R&D Systems) especificos para
cada citocina de interesse, sendo as leituras feitas em leitor de ELISA da marca

microQuantium.
Analises estatisticas

Os resultados estdo apresentados na forma de média e desvio-padrao (X£DP).
Para o célculo das andlises imunologicas foi utilizado o programa MATLAB 7.0 e para a
constru¢do dos graficos foi utilizado o programa Origin 6.0. Foi utilizado o programa
GraphPad Instat® (San Diego,CA) para conduzir as analises estatisticas para amostras
ndo-pareadas e paramétricas (teste “t” de Student ndo-pareado) e para amostras nao-
pareadas e ndo-paramétricas (KRUSKAL-WALLIS com pos-teste de Dunn). Para todas

as analises foi adotada a significancia p<0,05.
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RESULTADOS

Performance e alteracdo muscular dos grupos CO, Tr e FOR

A Figura 2 apresenta os dados da performance (A) e a concentragdo sérica da
enzima CK (B), utilizada como indicador de alteracao na permeabilidade da membrana
muscular de todos os animais no momento inicial (antes do treinamento), apos a semana
de treinamento 2x/dia (grupo Tr) e apds a semana de treinamento de 4x/dia daqueles
animais selecionados como grupo FOR.
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Figura 2. Evolugdo da performance dos ratos [Kg*m] (A) e atividade sérica da CK [U/L] (B)
dos ratos submetidos ao protocolo de indugdo ao continuum treinamento/overtraining.*p<0,05
em relacdo ao grupo CO, "p<0,05 em relagdo ao grupo Tr.

A performance dos ratos foi progressivamente aumentada com o aumento na
freqiiéncia de sessdes didrias de treinos (Figura 2A), sendo que um maior numero de
sessoes didrias realizadas pelo grupo FOR ndo interferiu e sim, corroborou ainda mais
no tocante as adaptagdes de performance ja alcangadas no grupo Tr. A concentragdo
sérica da CK apresentou uma tendéncia de queda nos grupos Tr ¢ FOR (p>0,05) quando

comparados ao grupo CO.
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Efeitos do treinamento sobre o hemograma e concentra¢do dos aminodcidos
glutamina e glutamato no musculo-esquelético

A Tabela II mostra os valores do hemograma dos diferentes grupos de ratos, além
da concentragcdo muscular dos aminoacidos glutamina e glutamato.
Tabela II. Hemograma com contagem diferencial de leucdcitos, glutamina, glutamato e razao
glutamina/glutamato no musculo-esquelético dos ratos submetidos ao protocolo de indugdo ao

continuum treinamento/overtraining. *p<0,05 em relacdo ao grupo CO; p<0,05 em relacio ao
grupo Tr.

Grupos Controle Treinado Overreaching
Analises (CO) (Tr) funcional (FOR)
Hemdceas (]06/mm3) 86+0,6 81+0,9 80+05 *
Hematocrito (HCT) (%) 49,3+ 78 51,1 +£138 41,1 +1,5*"
Hemoblobina (Hb) (g/dL) 153+ 1,0 156+ 1,0 156+0,5
Leucécitos Totais (mm’) 3135+£1229,7 3457,1 = 1206,7 2659 +751,6
Bastonetes (mmj) 57,5 £ 64,8 997 +£ 550 66,8 +377
Segmentados (mmj) 6481 +406,5 810,3 £359,6 593,1 £255,5
Eosindfilos (mm’) 0,0 0,0 82+129
Linfocitos (mm’) 23242 +829,8 2352,6 +901,5 1905,1 + 608,35
Mondcitos (mm’) 101 +41,3 195+ 107,6 * 84,3+50,2"
Glutamina (mmol/Kg) 2,06 + 0,44 2,28 +0,64 2,05 +0,8
Glutamato (mmol/Kg) 0,88 +£0,09 0,87 +£0,22 1,03 +£0,2
Razdo Glutamina/Glutamato 2,38+0,73 2,61 +£0,29 1,95+06"

Os animais do grupo Tr ndo apresentaram alteracdes significativas em
praticamente nenhum dos parametros analisados quando comparados ao grupo CO,
exceto quanto ao aumento no nimero de mondcitos circulantes.

A comparacdo entre os animais do grupo FOR com os do grupo CO mostrou que o
grupo FOR apresentava um numero de hemadcias e hematocrito (RBC e HCT)
significativamente menores, associado a manuten¢ao nas concentracoes de Hb. O
numero de leucocitos totais (WBC) junto dos bastonetes, segmentados e linfocitos
apresentou tendéncia de queda no grupo FOR (p>0,05) em relag@o ao grupo Tr.

Os dados referentes a contagem diferencial dos leucdcitos nos animais do grupo
CO indicam que os ratos, em relacdo aos humanos, possuem uma razdo entre

quantidade de linfocitos e neutrofilos invertida. No tocante aos leucocitos, o grupo Tr
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Figura 4. Concentragdes das citocinas TNF-a (em pg/mg) e IL-1 nos musculos GV (A) e GB
(B) e no figado (C) dos ratos submetidos ao protocolo indugdo ao continuum
treinamento/overtraining. "p<0,05 em relacdo ao grupo CO; *p<0,05 em relacdo ao grupo Tr.

O grupo Tr apresentou diminui¢do significativa nas concentragdes de TNF-a
somente no musculo GV, sem outras alteracdes nos demais tecidos. Ja a IL-1B dos
animais do grupo Tr ndo se alterou em nenhum dos tecidos.

O grupo FOR apresentou diminui¢do significativa nos valores de TNF-a no
musculo GB e aumento no figado em relagao aos grupos CO e Tr. As concentragdes de
IL-1B nos musculos GV e GB diminuiram significativamente no grupo FOR quando
comparadas aos grupos CO (GV e GB) e Tr (GB). J& a producdo hepatica de IL-1p
seguiu o perfil encontrado para TNF-o, com aumento significativo no grupo FOR em
relacdo ao CO, mas ndo ao grupo Tr.

Efeitos do treinamento sobre as PFA, status antioxidante e marcadores de
catabolismo protéico.

A Tabela III apresenta os valores das proteinas PCR e albumina como
representantes das proteinas de fase aguda positiva e negativa, respectivamente; os
valores de FRAP e acido trico como antioxidantes séricos e marcadores séricos de

catabolismo protéico.
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Tabela III. Concentragdo sérica das proteinas de fase aguda PCR e albumina,  antioxidantes
de baixo peso molecular (FRAP e AU) e marcadores de catabolismo protéico (uréia, proteinas
totais e creatinina) dos ratos submetidos ao protocolo inducdo ao continuum
treinamento/overtraining. "p<0,05 em rela¢do ao grupo CO; "p<0,05 em relagdo ao grupo Tr.

Grupos Controle Treinados Overreaching funcional
(CO) (Tr) (FOR)
Anailises
Proteina C-reativa (mg/L) 48+18 5611 3,9+0,6 T
Albumina (g/dL) 4,3+0,1 41+03* 42+0,1
FRAP (mEq TROLOX) 312,5+43,2 303,1 +58,9 347,5+632°"
Acido Urico (mg/dL) 1,4+0,4 1,4+0,8 18+0,7 7
Uréia (mg/dL) 49,1 +94 534 +10,1 431+59 7
Proteinas Totais (g/dL) 6,3+0,6 6,0x+0,7 6,3+0,6
Creatinina (mg/dL) 06+01 06+01 05+01

Os animais do grupo Tr mostraram tendéncia de aumento na PCR e diminuic¢do
significativa nas concentragdes de albumina quando comparados ao grupo CO, sem
alteracoes nos demais parametros analisados.

Os animais do grupo FOR apresentaram valores sé€ricos aumentados de FRAP e
AU e diminui¢do significativa nas concentragdes de PCR quando comparado aos grupos
CO e Tr, além de diminuicao significativa na concentragdo de uréia em relacdo ao grupo

Tr.

DISCUSSAO

Os dados apresentados nesse estudo mostraram que o protocolo de indu¢do de um
continuum Treinamento-Overtraining induziu melhora no desempenho da maioria dos
animais, selecionados como grupo FOR conforme critério de sele¢do sugerido
anteriormente (Hohl et al., 2009). Somente 3 animais de um total de 15 foram
caracterizados como grupo NFOR, situacdo compativel com efeitos observados em

humanos expostos ao mesmo protocolo de treinamento (Coffey & Hawley, 2007).



72

Os animais do grupo FOR apresentaram diferencas adaptativas segundo os
marcadores analisados em relagdo aos animais do grupo Tr. Podemos destacar, dentre
outros, a tendéncia de queda na concentracao da enzima CK no soro, podendo este dado
relacionar-se a performance aumentada destes animais. Nesse caso, a adaptacdo
muscular viabilizou condi¢des para melhora da performance.

Essa ¢ uma caracteristica do estado FOR, possibilitar a melhora da performance
apos um tempo de descanso (Meeusen et al., 2006), refletindo adaptagdo positiva ao
protocolo de treinamento. Note que ambos os grupos foram avaliados 60 horas apés a
ultima sessdo de treino. Além disso, outros marcadores analisados sugerem estados
adaptativos diferenciados entre esses dois grupos.

Os animais do grupo Tr estavam bem adaptados as 9 primeiras semanas de
treinamento. Mostraram performance significativamente aumentada frente aos animais
do grupo CO e apresentaram sutis alteragdes na maioria dos pardmetros analisados,
exceto para os monocitos, albumina e TNF-a no gastrocnémio vermelho em relacdo ao
grupo CO. A producdo de citocinas antiinflamatorias mostrou tendéncia de aumento e
as pro-inflamatérias diminuiram no musculo gastrocnémio vermelho. Houve uma ligeira
e até certo ponto contraditoria tendéncia de aumento (p>0,05) nas concentragdes séricas
de PCR acompanhado de um aumento significativo no numero de mondcitos
circulantes.

O conjunto de dados ¢ condizente com o padrdo de controle da resposta pro e
antiinflamatoria tecidual muscular e sérica como reflexo de adaptag@o ao treinamento e
corrobora dados da literatura que também n2o mostraram alteracdes severas e
significativas nas concentragdes de citocinas no plasma ¢ nos musculos-esqueléticos

apods protocolos variados de treinamento fisico (Peake et al., 2003; Stewart et al. 2007;
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Vogiatzis et al., 2007; Huffman et al., 2008), talvez pelo fato destas proteinas atuarem
em concentragdes picomolares, sendo a dindmica de sua alteracdo muscular e
plasmatica bastante sutil.

Ja nos animais do grupo FOR houve potencializagdo do padrdo antiinflamatdrio
muscular, visualizado através das citocinas, e sistémico, visualizado através da
contagem total e diferencial de leucocitos e PCR apds 60 horas de descanso. Da mesma
forma que o observado para humanos (Febbraio & Pedersen, 2002), nossos dados
mostraram aumento na produgdo de IL-6 pela musculatura esquelética, principalmente
no gastrocnémio vermelho e, a0 mesmo tempo, inibi¢do e/ou controle na producao e
secre¢do de TNF-a e IL-1p, sinalizada provavelmente pela propria IL-6 (Starkie et al.,
2003).

As acdes da IL-6 sdo eminentemente antiinflamatorias e metabodlicas (Pedersen,
2000; Petersen & Pedersen, 2005). A inibi¢do da producdo e secrecao exacerbada das
citocinas pro-inflamatorias, particularmente do TNF-o, ¢ necessaria para garantir a
adaptacao do tecido muscular esquelético ao treinamento fisico. O TNF-a esta ligado a
sinaliza¢ao de vias que levam a protedlise muscular, inibi¢do das vias de anabolismo
celular e diminuigdo da capacidade de reparo tecidual (Frost et al., 2003; Williamson et
al., 2005), podendo ainda acentuar a condicdo de estresse oxidativo do meio (Lang et
al., 2006), acelerando a sinalizagdo apoptética intracelular via caspases, acentuando a
coagula¢do na miscrovasculatura e o colapso hemodindmico tecidual (Foulstone et al.,
2001; Anwar et al., 2002). Varias evidéncias vém mostrando que o treinamento fisico
regular e sistematizado tende a instalar um padrdo antiinflamatdrio local e sistémico
com diminui¢do na produ¢do e secre¢do de TNF-a pelo musculo-esquelético (Greiwe et

al., 2001; Conraads et al., 2002; Bruunsgaard et al., 2004; Lambert et al., 2008).
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Muito embora a superprodu¢do de TNF-a possa ser contraproducente em termos
adaptativos, em particular ao tecido muscular esquelético, suas fun¢des paracrina e
autocrina, quando controladas, ainda podem ser entendidas como pro-adaptativas no
tocante a este tecido, uma vez que esta relacionada a translocagdo de GLUT-4
(transportador de glicose) para a membrana celular e aumento da captacdo de glicose
pelo tecido (Roher et al., 2008) e a propria ativag@o do fator de transcricdo NF-Kf que
atua no controle apoptdtico intracelular (Dirks & Leeuwenburgh, 2006).

Esses papéis de inibi¢do na sintese protéica e estimulador da condig¢@o de estresse
oxidativo intramuscular podem ser coadjuvados pela IL-1, que mostra efeito catabolico
e pro-oxidante em tecidos que a super-expressam (Cooney et al., 1999; Chevrel et al.,
2005). Juntos, TNF-a e IL-1p produzidos e secretados em altas concentragdes (supra-
fisioldgicas), podem desencadear sintomas sistémicos como febre, fadiga e distarbios do
sono, condicao conhecida como Sickness Behavior Syndrome, correlata a Sindrome do
Overtraining (Meeusen et al., 2006; Cavadini et al., 2007). Dessa forma, uma elevada
producdo e secrecao destas citocinas pro-inflamatorias pelo tecido muscular
sinalizariam uma condi¢do pro-inflamatoria cronica e sistémica, como j4 demonstrado
em condic¢des de endotoxemia (Borge et al., 2009).

A TL-6 estimula as células imunes e musculares a sintetizarem outras citocinas
antiinflamatorias, como a IL-10, IL-1ra, IL-4 e IL-13 (Smith, 2000). Além dessa fung¢éo
antiinflamatoria, a IL-6 auxilia na ativacdo de vias metabolicas como a glicogenoélise
hepatica, a lipolise no tecido adiposo e a oxidagdo de acidos graxos nos tecidos (Fischer
et al., 2004; Petersen & Pedersen, 2005). Promove o reparo do tecido danificado,
participando na sinalizacao hipertrofica e hiperplasica das células musculares,

assumindo um papel semelhante aos fatores de crescimento, ativando a proliferacao das
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células-satélite do tecido muscular (Serrano et al., 2008) e facilitando a captagdo de
substratos energéticos como glicose e acidos graxos pelo musculo-esquelético
(Steensberg et al., 2002).

Para que tanto a fun¢do de reparo tecidual quanto a de regulador do metabolismo
energético desempenhada pela IL-6 funcionem adequadamente, a literatura demonstra
que o treinamento fisico regular e sistematizado faz-se necessario, pois promove tanto o
aumento na expressdo génica muscular dos receptores de IL-6 (IL-6R), tornando o
tecido mais sensivel a acdo da IL-6 (Keller et al., 2005) quanto o préprio aumento na
expressdo do RNAm da IL-6, principalmente na musculatura com caracteristicas
oxidativas (Spangenburg et al., 2006), assim como encontrado em nossos dados em
relagdo a produgdo muscular de IL-6 no gastrocnémio vermelho (tipo I). J4 de maneira
aguda, as fibras glicoliticas (tipo II) mostram maior expressdo do RNAm da IL-6 e
maior sintese desta proteina devido a sinalizagdo mais proeminente do Ca”eca deplecao
de glicogénio mais severa nestas fibras musculares (Hiscock et al., 2004).

Ainda nesse sentido, a literatura tem mostrado evidéncias de que existem
diferentes vias de sinalizagdo intracelular envolvidas na producdo de IL-6 ¢ TNF-a no
tecido muscular esquelético (Keller et al., 2006). Por conta deste fator ¢ em relagdo aos
resultados deste protocolo de treinamento, a via de sinalizagdo ligada a produgao da IL-
6 pareceu estar mais ativa. Esses achados colocam em discussdo dados anteriores,
utilizando células fagociticas, que expunham a dependéncia da expressdo intracelular de
TNF-a para que a expressao da IL-6 pudesse ser deflagrada (Smith, 2000; Moldoveanu
et al., 2001; Bruunsgaard, 2005; Keller et al., 2006).

Ja quando analisamos a produgdo hepatica de citocinas observamos aumento na

producdo de TNF-a e IL-1B (p<0,05) e tendéncia de aumento da IL-6 (p>0,05) nos ratos
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do grupo FOR. Esta resposta incremental na produgdo hepatica das citocinas parece
integrar a resposta metabolico-inflamatoria do proprio tecido ao estresse ocasionado
pela intensificacdo do treinamento (Li & Diehl, 2003). Este evento pode ser
desencadeado por uma condicdo de estresse oxidativo aumentado no figado, resultando
na ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e, consequentemente, na ativacdo da
expressdo de TNF-a (Diehl & Rai, 1996), que induz maior expressao das citocinas IL-
1B e IL-6 (Moshage, 1997). Esta resposta pode estar ainda ligada a propria regeneragdo
do tecido hepatico, uma vez que as citocinas, especialmente o TNF-a, estimulam a
proliferagdo dos hepatocitos (Diehl et al., 1994), favorecendo de certa forma a
adaptacdo positiva deste tecido ao protocolo de treinamento.

Em nossos experimentos a quantificacdo da concentragdo sérica das citocinas de
interesse nao foi possivel devido tanto ao tempo de recuperacdo imposto aos ratos apos
a ultima sessdo de treino antes do seu sacrificio (60 horas) quanto & metodologia
utilizada ndo ser sensivel o suficiente para detecta-las mesmo apods estas 60 horas. No
entanto, a literatura vem apontando que o treinamento fisico sistematizado tende a
promover manutengdo e/ou decréscimo na concentragdo sérica de diversas citocinas,
principalmente aquelas com fun¢@o eminentemente pré-inflamatéria como o TNF-a e a
IL-1pB (Petersen & Pedersen, 2005; Huffman et al., 2008), podendo ainda atingir demais
citocinas como a IL-6 e IL-10 (Huffman et al., 2008).

A tendéncia de diminui¢do na concentracdo sérica da CK do grupo FOR (p>0,05)
pode ter ocorrido como proprio reflexo do treinamento fisico regular e sistematizado
devido a um maior nimero de sarcomeros inseridos nas fibras musculares (Proske &
Morgan, 2001; Féasson et al., 2002), alteracdo no padrao de recrutamento das unidades

motoras ou a um mecanismo neural protetor (Chen, 2003), quadro conhecido como
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“efeito das sessdes repetidas” (McHugh et al., 1999). Nesse sentido, a concentracdo de
CK no soro vem apresentando grande aplicabilidade pratica como marcador de
adaptacdo ao treinamento fisico (Brancaccio et al., 2008; Lazarim et al., 2009).

Outro dado bioquimico que reforca o maior efeito adaptativo no grupo FOR diz
respeito a diminuicdo na concentragdo sérica de uréia no grupo FOR em relacdo ao
grupo Tr, refletindo menor desgaste metabolico protéico neste grupo e concordando
com o fato dos animais deste grupo mostrarem atenuacgdo na producdo de citocinas pro-
inflamatorias com funcdo proteolitica (Moldoveanu et al., 2001; Williamson et al.,
2005).

Em relacdo as células brancas e sua contagem diferencial, uma possibilidade
quanto a tendéncia de diminuicdo no sangue do grupo FOR (p>0,05) em relacdo ao
grupo Tr reside no fato de uma possivel migragdo de grande parte destas células para os
tecidos danificados pelo proprio treinamento fisico, principalmente o musculo-
esquelético (Tidball, 2005). Interessante reparar que essa eventual migracdo de células
brancas ndo estaria ligada a maiores niveis de lesdo muscular nesse grupo de ratos,
tendo em vista a tendéncia de queda na concentracdo da CK no grupo FOR. A literatura
apresenta evidéncias que separam os eventos de migragdo celular e lesdo muscular
(Malm, 2001), mostrando que ndo ha relagdo causa-efeito entre eles, mesmo porque os
momentos de pico no soro dos marcadores de lesdo muscular podem diferir dos
marcadores relacionados a inflamagao (Toft et al., 2002), incluindo as células brancas.

A diminui¢do da concentragdo de leucocitos totais e de sua contagem diferencial
pode levantar a hipotese de uma maior susceptibilidade as infecgdes no grupo FOR.
Essa hipotese € questionada atualmente na literatura, uma vez que ja estdo descritos

quadros inflamatdrios das vias aéreas sem a instalacdo de infec¢dao (Bermon, 2007). Ou
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seja, a hiperventilagdo ocasionada pelo proprio exercicio fisico estimularia células do
epitélio bronquico a secretar diversos fatores quimiotaticos, favorecendo a ativacdo de
um quadro inflamatoério cronico e de baixo nivel (Bermon, 2007). Nesse sentido,
Haaland e colaboradores (2008) publicaram um artigo onde defendem a execugdo do
exercicio fisico aerobio, de maneira regular e sistematizada, apesar de alguns possiveis
efeitos agudos indesejados, conferindo a este o titulo de “amigo” do sistema imune
através do controle da resposta imune adaptativa e da inflamacdo sistémica cronica
(Haaland et al., 2008). Corroborando este trabalho, Vieira e colaboradores (2007)
demonstraram que o treinamento fisico aerobio promove prote¢do contra a inflamagdo
das vias aéreas.

Um dado que corrobora essa discuss@o ¢ o aumento do numero de eosinofilos
circulantes no grupo FOR, podendo ser resultado da presenca de um quadro infeccioso
parasitario ou o desenvolvimento de uma reacdo alérgica pelos ratos (Abbas &
Lichman, 2005).

J4 em relacdo ao figado, um dado intrigante ¢ que, por mais que a producao
hepatica de TNF-a e IL-1P estivesse aumentada no grupo FOR, a concentracdo
plasmatica da PCR apresentou queda significativa nesse grupo. Nesse tocante, a
literatura tem sido contundente quanto a diminuicdo na concentragdo plasmatica das
proteinas de fase aguda, especialmente a PCR, como uma resposta adaptativa ao
treinamento regular e sistematizado (Kasapis & Thompson, 2005; Plaisance &
Grandjean, 2006). Esse fato pode ter acontecido devido a diversos fatores, discutidos a
seguir.

Em condi¢des cronicas de treinamento fisico parece haver outros fatores e

moléculas responsaveis pelo controle da sintese hepatica de PCR, além do papel
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exercido pelo TNF-a e IL-1B (Tomaszewski et al., 2003). De forma sistémica, a
reducdo na produgdo hepatica de PCR sofre influéncia direta via menor produgdo de
citocinas pro-inflamatorias pelo tecido adiposo, musculo-esquelético e células
fagociticas e indireta via aumento da sensibilidade a insulina, melhora da fungéo
endotelial e diminui¢do do peso (Kasapis & Thompson, 2005).

Nesse sentido, a literatura tem associado a queda na concentragdo plasmatica de
PCR como resultado do treinamento fisico sistematizado e regular a diminui¢do nos
valores de indice de massa corporal, massa corporal total e percentual de massa gorda
da amostra estudada (Stewart et al., 2007). Nossos dados mostram que os ratos do grupo
FOR apresentaram tendéncia de reducao (p>0,05) da massa corporal total em relacdo ao
grupo Tr (dados ndo apresentados).

Outra sugestdo para explicar a diminuigdo da concentragdo plasmatica de PCR tem
sido que uma sucessdo de exercicios agudos que caracterizam o protocolo de
treinamento induziria alteragdes significativas, repetidas e transientes na concentracao
de IL-6 no sangue, produzindo um efeito de downregulation na produgdo hepatica de
PCR (Stewart et al., 2007).

A concentragdo sérica de albumina nos animais do grupo FOR nao se alterou em
relagdo ao grupo CO. Esse dado reforca a condig¢do adaptativa positiva dos ratos do
grupo FOR, uma vez que a albumina parece assumir um papel importante como
antioxidante sérico (Rosell et al., 1999) e como transportador de algumas citocinas pelo
soro (Granger et al., 2005).

Os dados apresentados nesse estudo mostraram também que os animais do grupo
FOR exibiram um padrdo antioxidante, com aumento nas concentragdes s€ricas de

FRAP e acido urico. Nossos dados corroboram achados da literatura sobre o efeito
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adaptativo no sistema de defesa antioxidante em decorréncia do exercicio fisico regular
e sistematizado (Ji, 1999; Leeuwenburgh & Heinecke, 2001; Ji, 2008). Uma boa
capacidade antioxidante reduz, dentre outros, a susceptibilidade da oxidacdo das
lipoproteinas LDL pelos macrofagos, prevenindo contra a disfungdo endotelial,
formagdo de placas de ateroma e a inflamacdo sistémica (Witztum, 1997). Estudos
prévios ja haviam confirmado o efeito do treinamento fisico na melhora da capacidade
antioxidante do soro, conferida principalmente pelo acido urico, grupos tidis e acido
ascorbico (Rosell et al., 1999; Kostaropoulos et al., 2006). O acido trico pode ainda
atuar como um importante antioxidante intracelular, na forma de urato, protegendo
tecidos como o musculo-esquelético contra a condi¢do de estresse oxidativo (Hellsten et
al., 2001).

Fechando o quadro de marcadores de nosso estudo, os dados da concentragdo
muscular dos aminoacidos corroboram a literatura no sentido de que, em situagdes de
estresse pode haver uma diminuigdo na sintese e exportacdo de glutamina pela
musculatura esquelética (Raj et al., 2005), dado este sinalizado pelas tendéncias de
diminui¢do da concentracao de glutamina muscular (p>0,05) e aumento da concentracdo
muscular de glutamato (p>0,05), considerando o glutamato um dos precursores da
propria glutamina através da a¢do da enzima glutamina sintetase. Essa tendéncia acaba
sendo reforcada no resultado da razdo glutamina/glutamato muscular, onde uma queda
significativa aconteceu nos ratos que aumentaram o volume de treinamento para 4x/dia
(FOR). A diminuicdo da concentragdo intramuscular de glutamina pode refletir ainda
um maior consumo deste aminoacido pelo proprio tecido muscular, considerando o
potencial anabdlico e anaplerético deste aminoacido (Mittendorfer et al., 2001; Bowtell

& Bruce, 2002).
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A literatura tem demonstrado que os glicocorticoides (cortisol e corticosterona)
sdo potentes estimuladores da expressdo da enzima glutamina sintetase nos tecidos
(Max, 1990). Porém, o exercicio fisico regular e sistematizado apresenta a propriedade
de atenuar a secrecdo destes glicocorticoides durante e apds o esforgo (Falduto et al.,
1992), podendo justificar, mais uma vez, os dados de glutamina com tendéncia de
atenuacdo no grupo FOR. Outra corrente na literatura considera ainda que apesar dos
glicocorticoides aumentarem a expressdo da enzima glutamina sintetase no musculo-
esquelético, ha um aumento da exportagdo, promovendo uma diminui¢do na sua
concentracdo intramuscular (Muhlbacher et al., 1984).

Ja em relagdo ao glutamato a literatura tem mostrado que a maior fonte deste
aminoacido ¢ a propria musculatura esquelética (Rutten et al., 2005). A tendéncia de
aumento na concentracdo intramuscular de glutamato, principalmente nos ratos do
grupo FOR, pode refletir uma maior oxida¢do dos aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAA) pelo musculo-esquelético (Rutten et al., 2005). Levando em consideragdo que o
glutamato ¢ um dos precursores da glutationa (GSH), o mais abundante antioxidante
intracelular (Amores-Sanchez & Medina, 1999), pode-se especular sobre um melhor
potencial antioxidante intramuscular nos ratos do grupo FOR.

As analises das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 no musculo-esquelético mostrou-se
bastante til para a identificacdo do quadro antiinflamatério predominante nos ratos do
grupo FOR, que, somado a um maior potencial antioxidante sérico, diminui¢do nos
valores séricos da PCR e a manuten¢do do padrdo normal da contagem total e
diferencial das células brancas nestes animais viabilizaram a evolugdo da performance

encontrada no grupo FOR.
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Em conclusdo, o conjunto de resultados apresentados nesse estudo sugere que os
animais do grupo FOR estavam bem adaptados tanto pela variavel da performance
quanto pelas analises bioldgicas, exibindo um padrio antiinflamatoério muscular e
antioxidante sérico superior aos animais dos grupos CO e Tr.

As citocinas IL-6, TNF-a e IL-1B mostram-se bastante responsivas ao processo de
treinamento fisico, além de serem investigadas em um grande nimero de citacdes
literarias atualmente. Junto destas citocinas, a proteina de fase aguda PCR e os
aminoacidos glutamina e glutamato (no musculo-esquelético e no soro) sdo marcadores
bastante uteis, dentre varios outros, na investigacdo dos efeitos do treinamento fisico no

padrao inflamatdrio (pré e anti) e adaptativo instalado nos animais.
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ATIVIDADES DIDATICAS

v

v

Monitoria da disciplina obrigatoria Bioguimica do Exercicio, do nicleo comum da
Faculdade de Educacao Fisica da UNICAMP, 2000 —2005.

Professor do curso de Especializacdo Lato Sensu em Bioquimica, Fisiologia,
Treinamento e Nutricdo Desportiva, Laboratorio de Bioquimica do Exercicio
(LABEX), Instituto de Biologia, UNICAMP, 2004 — 2005; 2006-2007; 2007-2008;
2008-2009; 2009-2010.

Professor da disciplina Bioquimica do Exercicio, do nucleo de pds- graduacdo em
Ciéncias do Esporte da Faculdade de Educacdo Fisica da UNICAMP, 2006.

Professor do curso de Especializacdo Lato Sensu em Treinamento Esportivo da
Faculdade de Educacao Fisica da UNIARARAS, Araras/SP, ministrando os médulos
de: (I) Bioquimica do Exercicio; (II) Metabolismo Energético; (III) Capacidades
Fisicas e Periodizagdo do Treinamento, 2008;

Professor do curso de Especializacdo Lato Sensu em Nutricdo Clinica da
Universidade Gama Filho, ministrando o modulo: Proteinas e Antioxidantes, 2006-
2007,

Participac@o nas disciplinas Bioquimica do Treinamento Intermitente e Bioquimica
do Treinamento de Forga Muscular, oferecidas pelo Laboratorio de Bioquimica do
Exercicio (LABEX/UNICAMP) na Faculdade de Educagdo Fisica da UNICAMP,
2006-2007.

Professor do curso de pos-graduacdo Lato Sensu em Treinamento Personalizado da
Faculdade de Educacao Fisica de Catanduva/SP, 2006.

Participacdo na disciplina de Fisiologia do Exercicio da Faculdade de Nutri¢do
FAJ/Jaguariina, ministrando aulas sobre Fisiologia Cardiorrespiratoria e Sistema
Imunologico e Exercicio Fisico, 2006.

Participacdo na disciplina de Treinamento Esportivo das Faculdades de Educagdo
Fisica da UNIP/Campinas, IASP/Hortolandia, FAM/Americana, ministrando aulas
sobre Treinamento de Flexibilidade, 2004-2006.

Participacdo na disciplina de Fisiologia do Exercicio das Faculdades de Educacdo
Fisica do IASP/Hortolandia, FAM/Americana, ministrando aulas sobre Fisiologia
Cardiorrespiratoria € Consumo Maximo de Oxigénio (VO, max), 2004-2006.

Participacdo na disciplina de Bioquimica do curso de Poés-Graduacdo do
Departamento de Bioquimica da UNICAMP, ministrando aulas sobre: metabolismo
energético, exercicio fisico e suplementagao esportiva, 2004.

Professor do curso “Bioquimica do Exercicio” (12hs) ministrado na Semana da
Quimica da UNICAMP, 2004.
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