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RELAGOES DO ESTADO INFLAMATORIO E OXIDATIVO COM A ADAPTAGAO EM RATOS
SUBMETIDOS A UM PROTOCOLO DE INDUCAO AO OVERTRAINING

Fernando Oliveira Catanho da Silval, LAzaro Alessandro Soares Nunes?

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi investigar a
relacdo dos estados inflamatério e oxidativo
com a adaptacdo em ratos submetidos a um
protocolo de inducdo ao overtraining. O
protocolo foi realizado por 11 semanas, com
sessfes de treino em esteira 5x/semana, 60
minutos/sessdo, considerando treinos de
1x/dia até 4x/dia. Foram analisadas as
concentragdes hepética e muscular das
citocinas Fator de Necrose Tumoral-alfa,
Interleucina  1-beta, Interleucina 6 e
Interleucina 10, além da concentracdo
muscular dos aminoacidos Glutamina e
Glutamato. Ainda, analisamos a concentracao
sérica da Proteina C-reativa, Albumina, Acido
Urico, Capacidade Antioxidante, Creatina
Quinase, Uréia, Proteinas Totais e Creatinina,
além do hemograma completo. A performance
e os biomarcadores foram analisados apés a
92 (grupos Treinado [Tr] e Controle [CQO]) e a
112 semana (grupo Functional Overreaching
[FOR]). Os resultados mostraram que a
performance da maioria dos ratos melhorou
significativamente no grupo FOR em relacéo
aos grupos Tr e CO (p<0,05). O grupo FOR
mostrou ainda  maior padrdo anti-
inflamatério/antioxidante muscular e sérico em
relagdo aos grupos Tr e CO (p<0,05). Ao
mesmo tempo apresentou maior padrdo pro-
inflamatério no figado em relagdo ao grupo CO
(p<0,05). Ainda, houve queda na razdo
Glutamina/Glutamato em relacdo ao grupo Tr
(p<0,05) e queda do hematdcrito em relagdo
aos grupos Tr e CO (p<0,05). Os resultados
apresentados sugerem que os ratos do grupo
FOR estavam bem adaptados ao protocolo de
treinamento, considerando o0s niveis mais
controlados de dano tecidual e inflamacao
sistémica, além de exibirem nivel de
performance superior, junto de melhor padrao
da razdo anti-inflamatéria/inflamatéria e
antioxidante/oxidante.

Palavras-chave: Inflamacao. Oxidacao.
Treinamento Fisico. Adaptac&o. Overtraining.
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ABSTRACT

Relationships of the inflammatory and
oxidative state with adaptation in rats
submitted to an overtraining induction protocol

The objective of this manuscript was to
investigate the relationship among
inflammation and oxidation with adaptation in
rats submitted to an overtraining-inducing
protocol. Our protocol lasted 11 weeks,
considering 5x/week treadmill sessions,
60minutes/session, considering training
sessions since 1x/day until 4x/day. We
analysed hepatic and muscular citokynes
concentration including Tumor Necrosis
Factor-alpha, Interleukin 1-beta, Interleukin 6
and Interleukin 10, added to Glutamine and
Glutamate muscular concentration. Indeed, we
analysed serum concentrations of C-Reactive
Protein, Albumin, Uric Acid, Ferric Reducing
Ability of Plasma, Creatine Kinase, Urea, Total
Proteins, Creatinine and Hemogram.
Performance and biomarkers were analysed
after 9 weeks (groups Trained [Tr] and Control
[CO]) and 11 weeks of training (group
Functional Overreaching [FOR]). Our results
showed significant increase in performance of
FOR in relation to Tr and CO groups (p<0,05).
Group FOR still showed a greater anti-
inflammatory/antioxidant serum and muscular
status in relation to Tr and CO groups
(p<0,05). At the same time, FOR showed a
greater hepatic pro-inflammatory status in
relation to CO (p<0,05), added to a decrease
in Glutamine/Glutamate ratio in relation to Tr
(p<0,05) and a decrease in hematocrit in
relation to Tr and CO groups (p<0,05). Our
results suggest that rats from group FOR were
well-adapted to the training protocol,
considering controlled levels of muscle
damage and systemic inflammation, added to
a greater performance status after 11 weeks of
training program. Adding to this, FOR showed
a  better balance considering  anti-
inflammatory/inflammatory and
antioxidante/oxidant ratios.

Key words: Inflammation. Oxidation. Exercise
training. Adaptive response. Overtraining.
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INTRODUCAO glicocorticéides e catecolaminas (Walsh,
2018).
O exercicio fisico pode ser Portanto, a resposta inflamatéria

considerado um modelo indutor de traumas,
responsaveis cronicamente pelas adaptacdes
morfofuncionais do organismo (Smith e
colaboradores, 2008).

Essa relacdo entre o estimulo e a
adaptacdo depende, dentre outros fatores, da
ativacdo da resposta inflamatoria aguda, tanto
local quanto sistémica, considerando o cross-
talk de diversas células, componentes de
diversos tecidos (Tidball, 2005).

Destacam-se, nesse sentido, as
células sanguineas do sistema imune inato e
adaptativo, assim como o musculo-
esquelético, o figado e a glandula supra-renal
(Silva, Macedo, 2011).

Durante a instalacdo do processo
inflamatdrio, os neutréfilos e mondcitos sdo
atraidos por quimiotaxia ao tecido lesado e,
apés o processo de diapedese, iniciam o
processo de fagocitose e destruicdo dos restos
celulares, através do aumento na producéo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (Silva,
Macedo, 2011).

Essa acdo se procede pelas enzimas
cataliticas NADPH oxidase e Mieloperoxidase.
Secundariamente a esta acdo inicial, os
macréfagos, juntos dos linfécitos, se
responsabilizam pela reestruturacdo das
células e tecidos, organizando processos
como a ativagdo das células-satétile, produgéo
de diversos fatores de crescimento e
estimulacdo da sintese protéica (Tidball,
2005).

Nesse sentido, as acdes das células
do sistema imune inato e adaptativo estdo
atreladas as  glicoproteinas  chamadas
citocinas, produzidas tanto por estas células
guanto pelas células dos tecidos lesados, em
especial o mausculo-esquelético (Pedersen,
2000).

As citocinas auxiliam no processo
estimulo-dano-regeneragdo como um todo,
uma vez que participam desde a quimiotaxia
dos leucécitos, da expressdo de moléculas de
adesdo teciduais, da diapedese, da producao
local de EROs, até a ativacao, proliferacéo e
diferenciacdo de células-satélite, junto da
estimulacdo da sintese protéica in loco
(Moldoveanu, Shephard, Shek, 2001).

Ainda, as citocinas viabilizam o cross-
talk junto tanto das células hepaticas,
viabilizando a producgéo das Proteinas de Fase
Aguda (PFAs), quanto das células da glandula
supra-renal, regulando a producdo de

constituinte do processo adaptativo deve ser
aguda (transitdria) e muito bem regulada, a fim
de preservar as células integras dos tecidos
envolvidos, assim como acelerar a restauracao
da integridade fisioldgica dos mesmos
(Butterfield, Best, Merrick, 2006).

Nesse contexto, organismos expostos
a um processo continuo de treinamento fisico
podem responder, basicamente, de duas
maneiras: tanto podem experimentar uma
gueda prevista e rapida na performance, como
podem sustentar uma performance
cronicamente diminuida por longo periodo
(Meeusen e colaboradores, 2006).

A primeira condicao foi denominada de
Overreaching Funcional (FOR) e a segunda de
Overreaching N&o-Funcional (NFOR) ou
Overtraining (Meeusen e colaboradores,
2006).

Nesse interim, um modelo animal de
inducdo ao continuum treinamento-
overtraining, considerando onze semanas de
corrida em esteira, foi desenvolvido por Hohl e
colaboradores (2009) (Hohl e colaboradores,
2009), permitindo a separacdo dos ratos em
grupos FOR e NFOR e, por conseguinte,
possibilitando o estudo das relacbes entre
treinamento fisico, adaptacéo e overtraining.

O objetivo do presente estudo foi,
através da aplicagdo do protocolo de
treinamento de corrida em esteira por onze
semanas (Hohl e colaboradores, 2009),
investigar a relacdo entre inflamacé&o, oxidagao
e adaptacdo em ratos, de forma a relacionar a
resposta inflamatéria e o estado oxidativo ora
com a adaptacéo positiva ao treinamento fisico
ora com a instalagdo do quadro de
overtraining.

Utilizamos para tal marcadores
bioguimicos e imunoldgicos em amostras de
musculo, figado e sangue, além dos testes de
performance  propostos por Hohl e
colaboradores (2009).

MATERIAIS E METODOS
Amostra

Foram utilizados ratos machos da raca
Wistar (n=37), adquiridos do Centro de
Bioterismo da Unicamp, alimentados com
racéo e 4dgua ad libitum.

Os ratos foram mantidos em ambiente
com a temperatura controlada entre 18 e 22°C

Revista Brasileira de Prescri¢éo e Fisiologia do Exercicio, Sao Paulo. v.13. n.86. Nov./Dez. p.1041-1052. 2019. ISSN 1981-

9900.



1042

Revista Brasileira de Prescricao e Fisiologia do Exercicio

ISSN 1981-9900 versdo eletrénica

Periodico do Instituto Brasileiro de Pesquisa e Ensino em Fisiologia do Exercicio

www.ibpefex.com.br

/] www.,

rbpfex.com.br

e fotoperiodo de 12 horas com ciclo de luz
claro-escuro invertido. Todos 0s
procedimentos adotados foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(protocolo 1447-1).

Os ratos 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
ratos foram submetidos ao primeiro teste de
performance e, posteriormente, divididos em

dois grupos: controle sedentério (n=11) e
grupo submetido ao protocolo de treinamento
(n=26).

Protocolo de treinamento

Os ratos foram submetidos a um
protocolo de indugcdo a um continuum entre
Treinamento-Overtraining durante 11
semanas, treinando 5x/semana, conforme
mostrado na Tabela 01.

Tabela 1 - Protocolo de treinamento e indug&o ao overtraining de 11 semanas.

Semanas Fases do Namero dos Velocidade do Duragao do Nimero de Recuperacgao entre
experimentais treino testes treino (m/min) treino (min) sessdes diarias as sessdes (h)

Adaptacao 0 - - -- --

12 TAl semana sem testes 15 20 1 --

22 TAl semana sem testes 20 30 1 --

3a TAl semana sem testes 22,5 45 1 --

42 TALl 1 25 60 1 -

52a72 TA2 semana sem testes 25 60 1 --

8?2 TA2 2 25 60 1 -

92 T2x 3 25 60 2 4

102 T3x 4 25 60 3 3

112 T4x 5 25 60 4 2

Legenda: TA = Treinamento Adaptativo.

As quatro primeiras semanas foram
dimensionadas respeitando-se um treinamento
adaptativo, onde velocidade e tempo de
corrida foram aumentados progressivamente a
cada semana. Da 52 a 82 semana manteve-se
a velocidade e o tempo de corrida, a fim de
gue os ratos estivessem bem adaptados a
carga de treinamento estabelecida.

Na 92, 10? e 118 semanas procurou-se
estabelecer um desequilibrio entre estimulo e
recuperacao nos ratos treinados, aumentando-
se o nimero de sessdes diarias de treino para
duas, trés e quatro vezes, com diminuicdo no
tempo de recuperagéo entre as sessodes (4, 3
e 2 h, respectivamente).

Ratos 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 01.

Os testes de desempenho realizados
no grupo CO foram feitos nas semanas
correspondentes aos testes realizados durante
o periodo de treinamento, ou seja, n0O mesmo
tempo de vida dos ratos treinados.

Os ratos 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 112 semanas de treinamento,
respectivamente.

Testes de desempenho

Todos os testes foram realizados 60
horas apés a Ultima sessdo de treinamento; a
velocidade inicial da esteira foi de 12 m/min,
sem inclinacdo. A cada 2 min 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
gue os ratos tocaram a grade eletrificada da
esteira cinco vezes em um minuto (Liu e
colaboradores, 2000).

Quantificagdo do desempenho

Para avaliar longitudinalmente o efeito
do treinamento nos ratos foi necessério
estabelecer um teste que pudesse quantificar
0 desempenho dos ratos de maneira
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independente da variacdo de sua massa
corpérea.

Para tanto, buscamos quantificar a
poténcia impressa pelos ratos nos respectivos
testes. A poténcia mecanica é o produto entre
massa e velocidade e o trabalho mecénico
realizado é o produto entre poténcia e tempo.
Com a distdncia total “d” percorrida nos
estagios i= 1, 2, 3, 4... na velocidade “vi’
durante tempos “t” é d = £ di= Z vi ti pudemos
calcular uma grandeza relacionada a
performance que considera a massa do animal
durante o teste multiestagio:

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 variavel P permite
comparar o0s desempenhos dos ratos
longitudinalmente. Neste caso, P € expresso
em kg.m.

Cronograma dos testes de performance e
momentos de eutanéasia dos ratos

Os testes até a exaustdo foram
realizados antes do inicio do treinamento e
nas semanas 4, 8, 9, 10 e 11 (Tabela 01),
salientando-se que os ratos ndo treinavam no

A FOR (n=12)

NFOR (n=3)

2,04 S

Frequéncia
o
1

1,04

0,5+

0,0 T T T T T T T T T T T

T
5070 4515 W0 4505 000 505 A0 4516 EDN0 TEI5 9030 10535 1040 13545 15050

Coeficiente Angular

grupo FOR (n=12)

dia do teste de performance. Ao término da 92
semana de treinamento separamos
randomicamente um grupo de ratos (n=11)
que compds o grupo treinado (Tr) do
protocolo. O sacrificio desses ratos foi feito 60
h ap6s o teste de performance, afim de
analisarmos as adaptagbes crbnicas do
treinamento, junto do sacrificio de ratos do
grupo controle (CO; n=11). Ao término da 112
semana, novamente apés 60h do teste de
performance, foi feito a eutanasia dos ratos e a
separacao dos grupos FOR e NFOR.

Separacédo dos grupos FOR e FOR

A separacdo dos grupos FOR e FOR
foi feita através da utilizacdo do coeficiente
angular da reta (a) utilizando os dados de
performance desempenhadas por ratos
“Controle” (n&do submetidos ao protocolo de
treinamento de 11 semanas) nos testes 4, 5 e
6, representativos da 92, 102 e 112 semanas do
protocolo, respectivamente (Hohl e
colaboradores, 2009).

A Figura 1 apresenta a frequéncia dos
valores de coeficiente angular da reta do
trabalho realizado (a) pelos ratos FOR e
NFOR, assim como os valores brutos da
performance destes ratos (n=15) ao longo de
todo o protocolo de treinamento (em Kg.m).

B
0 sem 4" sem 8" sem 9" sem 10" sem 11" sem
313 2975 573,7 260 533 350 |
343 468 585,3 485 424 541
2787 635 660,6 544 536 646
167,1 326 5034 397 414 487
169 403 485,5 398 569 453
2206 338 o974 519 450 607
213,2 348 474,3 479 919 431
261,5 480 463,6 472 561 478
328 3442 637 478 772 714
2225 214 512 468 556 596
192,5 309,5 422 399 554 440
2384 358 418 496 562 582
195,1 284 469,2 524 427 459
grupo NFOR (n=3) 275,5 360 o978 485 453 447
2534 459 441 464 505 338

Figura 1 - Histograma da frequéncia de valores do coeficiente angular da reta (a) da performance nos
testes referentes a 98, 102 e 112 semana dos ratos submetidos ao protocolo de inducdo ao continuum
Treinamento-Overtraining (A). Valores de performance (Kg.m) nos 6 testes executados ao longo do
protocolo de inducédo ao continuum Treinamento-Overtraining nos grupos FOR e NFOR (B).

Os dados indicaram que a maioria dos
ratos melhorou seu desempenho,
apresentando a = -15,05 Kg.m, sendo
selecionados para o grupo FOR (n=12).

Somente 3 ratos foram separados
como grupo NFOR. O critério para inclusédo
dos ratos nesse grupo foi apresentar uma
gueda no coeficiente angular superior a -15,05
(Hohl e colaboradores, 2009).
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Coleta de sangue total

Os ratos foram anestesiados via
intraperitonial com ketamina e cloridrato de
xilazina, nas doses de 10 e 5 unidades pra
cada 100 g, respectivamente. Em seguida,
realizou-se uma seccdo 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 Vacuette (Greiner-BioOne)
contendo EDTA/Ks e os outros 10mL para
tubos de coleta de soro com gel separador. O
sangue total em EDTA/K3 (ST) foi
imediatamente utilizado para as analises
hematoldgicas. Os tubos com gel separador
foram centrifugados a 2800rpm por 15 minutos
para a obtencdo das amostras de soro que
posteriormente foram aliquotadas para as
andlises bioquimicas e imunologicas.

Coleta das amostras de musculo e figado e
preparacdo dos homogenatos

Apés a coleta do sangue total
executamos a dissecacdo das amostras de
musculo e figado. As amostras do musculo
gastrocnémio total esquerdo (GTE) foram
retiradas 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) para as analises imunolégicas. As
amostras de figado foram retiradas e
dissecadas em quatro partes diferentes para
as analises imunolégicas.

Anadlises bioquimicas

Foram quantificadas a concentracdo
sérica das Proteinas de Fase Aguda
(PFA):Proteina C-reativa (PCR) e Albumina.
Foi também analisada a atividade sérica da
enzima  Creatina  Quinase  (CK), a
concentracdo sérica dos antioxidantes atravées
do método de FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) e Acido Urico (AU), junto da
concentracdo muscular dos aminoacidos
Glutamato (GLU) e Glutamina (GLN). As
andlises foram realizadas no aparelho
automatizado (Autolab18, Boehringer
Mannheim Diagnostics).

Analises hematoldgicas

Foram quantificados o namero total de
hemacias (RBC), concentracdo de
hemoglobina (Hb), hematdcrito (HCT) e
contagem total de leucdcitos (WBC) no sangue
total em equipamento automatizado (Celm CC
550). A contagem diferencial dos leucécitos foi
realizada por microscopia apés coloragéo de
esfregacos pelo método de May-Grunwald-
Giemsa.

Andlises imunolégicas

Foram quantificadas as citocinas
Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina 1-beta (IL-
1B) e Interleucina 10 (IL-10) nos musculos
gastrocnémio vermelho (GV), gastrocnémio
branco (GB), além do figado. As analises
foram feitas através da metodologia de ELISA,
utilizando kits Duo-Set (R&D Systems) em
leitora de microplacas BioTek.

Andlises estatisticas

Os resultados estdo apresentados na
forma de média e desvio-padrao (X+DP). Para
0 célculo das andlises imunoldgicas foi
utilizado o programa MATLAB 7.0 e para a
construcdo dos gréficos foi utlizado 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

(ANOVA two-way com pés-teste de Tukey) e
para amostras ndo-pareadas e néo-
paramétricas (Kruskal-Wallis com pds-teste de
Dunn). Para todas as analises foi adotada a
significancia p<0,05.

RESULTADOS

A Figura 02 apresenta os dados da
performance (A) e a atividade sérica da
enzima CK (B). A performance dos ratos foi
progressivamente aumentada com o aumento
na frequéncia de sessfes diarias de treinos
(Figura 2A), sendo que um maior nimero de
sessdes diarias realizadas pelo grupo FOR
néo interferiu e sim, corroborou ainda mais no
tocante as adaptacbes de performance ja
alcancadas no grupo Tr. A concentracdo
sérica da CK apresentou uma tendéncia de
gueda nos grupos Tr e FOR (p>0,05) quando
comparados ao grupo CO (Figura 2B).
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Legenda: *p<0,05 em relacdo ao grupo CO, #p<0,05 em relagdo ao grupo Tr.
Figura 2 - Evolucdo da performance dos ratos [Kg*m] (A) e atividade sérica da CK [U/L] (B) dos ratos
submetidos ao protocolo de treinamento.

CK (UL)

Tabela 2 - Hemograma com a contagem diferencial de leuc6citos, glutamina, glutamato e razao
glutamina/glutamato no misculo-esquelético dos ratos submetidos ao protocolo de treinamento.

Grupos/Analises Grupo CO Grupo Tr Grupo FOR
Hemacias (108/mm?) 8,6 +0,6 8,1+0,9 8,0 +0,5*
Hematécrito (HCT) (%) 49,3+7,8 51,1+13,8 41,1+1,5%%
Hemoglobina (Hb) (g/dL) 15,3+1,0 156+1,0 15,6 £ 0,5
Leucécitos Totais (mm3) 3135+ 1229,7 3457,1+1206,7 2659 + 751,6
Bastonetes (mm?) 57,5+ 64,8 99,7 £ 55,0 66,8 + 37,7
Segmentados (mm?) 648,1 + 406,5 810,3 + 359,6 593,1 + 255,5
Eosindfilos (mm3) 0,0 0,0 8,2+12,9
Linfécitos (mm?3) 2324,2+829,8 2352,6 +901,5 1905,1 +608,5
Monécitos (mm3) 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
Razao Glutamina/Glutamato 2,38+0,73 2,61+0,29 1,95 + 0,6*

Legenda: *p<0,05 em relagdo ao grupo CO; #p<0,05 em relagdo ao grupo Tr.

A Tabela 2 mostra os valores do
hemograma dos diferentes grupos, além da
concentracdo muscular dos aminoacidos
glutamina e glutamato.

Os ratos do grupo Tr ndo
apresentaram alteragBes significativas em
praticamente  nenhum dos  parametros
analisados quando comparados ao grupo CO,
exceto quanto ao aumento no numero de
mondcitos circulantes. A comparacdo entre 0s
ratos do grupo FOR com os do grupo CO
mostrou que o grupo FOR apresentava um
ndamero de hemécias e hematécrito (RBC e
HCT) significativamente menores, associado a
manutencdo nas concentracdes de Hb. O
ndamero de leucdcitos totais (WBC) junto da
contagem diferencial, & exce¢do dos
eosinofilos, apresentou tendéncia de queda no
grupo FOR (p>0,05) em relagdo ao grupo Tr. A
razdo GIn/Glu mostrou queda significativa no
grupo FOR em relag¢é@o ao grupo Tr.

A Figura 03 mostra a concentracao
das citocinas IL-6 e IL-10 nos musculos GV
(A), GB (B) e figado (C) dos ratos do grupo
CO, Tre FOR.

O grupo Tr ndo apresentou alteracéo
significativa nas concentracbes de IL-6 em
nenhum dos tecidos, somente uma tendéncia
de aumento no musculo GB. J4 a IL-10
apresentou tendéncia de aumento no musculo
GV. A IL-6 do grupo FOR apresentou-se
significativamente superior quando comparada
aos grupos CO e Tr no musculo GV. No figado
houve tendéncia de aumento na IL-6 em
relagédo ao grupo Tr (p>0,05).

A producdo da IL-10 do musculo GV
no grupo FOR diminuiu significativamente
guando comparado ao grupo Tr.

A Figura 04 mostra a concentracao
das citocinas IL-lbeta e TNF-alfa nos
musculos GV (A), GB (B) e figado (C) dos
ratos do grupo CO, Tr e FOR.
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Figura 3 - Concentragdes das citocinas IL-6 e IL-10 (pg/mg) nos musculos GV (A) e GB (B) e no
figado (C) dos ratos submetidos ao protocolo de treinamento.

O grupo Tr apresentou diminuicdo
significativa nas concentracdes de TNF-alfa
somente no musculo GV, sem outras
alteracBes nos demais tecidos. J4 a IL-1beta
dos ratos do grupo Tr ndo se alterou em
nenhum dos tecidos.

O grupo FOR apresentou diminuigdo
significativa nos valores de TNF-alfa no
musculo GB e aumento no figado em relagao
aos grupos CO e Tr. As concentragdes de IL-
lbeta nos musculos GV e GB diminuiram

significativamente no grupo FOR quando
comparadas aos grupos CO (GV e GB) e Tr
(GB). Ja& a producdo hepatica de IL-lbeta
seguiu o perfil encontrado para TNF-alfa, com
aumento significativo no grupo FOR em
relagdo ao CO, mas nao ao grupo Tr.

A Tabela 03 apresenta os valores das
concentragdes séricas tanto das proteinas de
fase aguda quanto dos antioxidantes e
marcadores de degradacéo protéica.

Revista Brasileira de Prescri¢éo e Fisiologia do Exercicio, Sao Paulo. v.13. n.86. Nov./Dez. p.1041-1052. 2019. ISSN 1981-

9900.



1047

Revista Brasileira de Prescricao e Fisiologia do Exercicio

ISSN 1981-9900 versdo eletrénica

Periodico do Instituto Brasileiro de Pesquisa e Ensino em Fisiologia do Exercicio

www.ibpefex.com.br / www.rbpfex.com.br
A A
0 ]
» “1
1 i
30 4 .
g g’ :
2 g
3" 3
= 199 :-{ 'r
104 EE |
LB
0 - [ - . r
co Tr FOR Tr FoOR
B B,
& 4
»d
x4 1
?:5- ? ] «H
E"" -# g .
o O 6
2 £
=
LT |
) co Te FOR co - FOR
C - C -
%0 4 ) 100 4 -
w04
20 4 a4
4
£, £
2 190 4 2 04
E <] 50 4
- 304 : 4
of 4
Towd
04 04
104
e e

Legenda: "p<0,05 em relagdo ao grupo CO; #p<0,0é em relagéb ao grupo ﬁ'r.

Figura 4 - Concentragdes das citocinas IL-1beta e TNF-alfa (pg/mg) nos musculos GV (A) e GB (B) e
no figado (C) dos ratos submetidos ao protocolo de treinamento.

Tabela 3 - Concentracao 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 de treinamento.

Grupos/Andlises Grupo CO Grupo Tr Grupo FOR
PCR (mg/L) 48+1,8 56+1,1 3,9+0,6'*
Albumina (g/dL) 43+0,1 4,1+0,3* 4,2+0,1
FRAP (mEq TROLOX) 312,5+432 303,1+589 347,5+632"*
Acido Urico (mg/dL) 1,404 1,4+0,8 1,8+0,7°%
Uréia (mg/dL) 49,1+94 53,4+101 43,1+5,9%
Proteinas Totais (g/dL) 6,3+0,6 6,0+0,7 6,3+0,6
Creatinina (mg/dL) 0,6+0,1 0,6+0,1 0,5+0,1

Legenda: "p<0,05 em relacéo ao grupo CO; #p<0,05 em relagdo ao grupo Tr.

Os ratos do grupo Tr mostraram
tendéncia de aumento na PCR e diminuigdo
significativa nas concentracdes de albumina
qgquando comparados ao grupo CO, sem
alteragfes nos demais parametros analisados.

Os ratos do grupo FOR apresentaram
valores séricos aumentados de FRAP e AU e

diminuicdo significativa nas concentracdes de
PCR quando comparado aos grupos CO e Tr,
além de diminuicdo  significativa na
concentracdo de uréia em relagcdo ao grupo Tr.

DISCUSSAO
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Considerando o exercicio fisico como
um modelo organico-adaptativo indutor de
traumas teciduais, oxidacdo e inflamacdo
agudas (Castell e colaboradores, 2018), os
dados apresentados nesse estudo mostraram
gue o protocolo de indu¢cdo de um continuum
Treinamento-Overtraining induziu,
inicialmente, melhora no desempenho da
maioria dos ratos.

Junto ao desempenho, o conjunto de
dados imunoloégicos referentes aos tecidos
muscular e hepatico dos grupos Tr e FOR,
reforcam a adaptacdo positiva ao treinamento,
corroborando com a literatura que né&o
evidenciou alteracdes significativas nas
concentracdes de citocinas proé-inflamatérias
no soro e nos musculos-esqueléticos, além
das PFA, ap6s protocolos variados de
treinamento fisico (Peake, Gerrard, Griffin,
2003; Stewart e colaboradores, 2007;
Vogiatzis e colaboradores, 2007; Huffman e
colaboradores, 2008).

Isso pode ser justificado pelo fato
destas proteinas, especialmente as citocinas,
atuarem em concentracbes picomolares,
sendo a dindmica de sua alteracdo muscular e
sérica bastante sutil.

Da mesma forma como o observado
em humanos (Febbraio, Pedersen, 2002),
nossos dados mostraram aumento nha
producdo de IL-6 pela  musculatura
esquelética, principalmente no gastrocnémio
vermelho e, ao mesmo tempo, controle na
producdo e secre¢cdo muscular de TNF-alfa e
IL-1beta (Starkie e colaboradores, 2003).

Dentre as varias agBes metabolicas
exercidas pela IL-6 produzida no musculo-
esquelético, destacam-se aquelas anti-
inflamatérias locais e sistémicas (Petersen,
Pedersen, 2005; Fisher, 2006), considerando
desde a inibicdo na sintese de citocinas pro-
inflamatérias (Silva, Macedo, 2011), inibicao
nas vias de sinalizacdo dos processos pré-
oxidantes  (Petersen, Pedersen, 2005),
ativacdo dos processos de regeneragdo
tecidual (Fisher, 2006), estimulo da sintese
local de citocinas anti-inflamatérias (eg. IL-10,
IL-4, IL-1ra, IL-13) (Fisher, 2006) e
potencializacdo na producdo de PFA positivas
pelo figado (Silva, Macedo, 2011; Petersen,
Pedersen, 2005; Fisher, 2006).

Nesse sentido, algumas evidéncias
tem mostrado que o treinamento fisico, regular
e sistematizado, tende a instalar um padrao
anti-inflamatério local e sistémico, com
diminuicdo na producdo e secrecdo de TNF-
alfa e IL-lbeta pelo muasculo-esquelético

(Bruunsgaard e colaboradores, 2004; Lambert
e colaboradores, 2008; Al-Jarrah, Erekat,
2018), uma vez que estas citocinas estdo
ligadas a sinalizacdo de vias que levam a
protedlise muscular, inibicdo das vias de
anabolismo, diminuicdo da capacidade de
reparo, acelerando a sinalizagdo apoptética
intracelular via caspases, além de acentuarem
a coagulagdo na microvasculatura e
favorecerem o colapso hemodindmico tecidual
(Anwar e colaboradores, 2002; Chevrel,
Granet, Miossec, 2005).

Juntas, TNF-alfa e IL-1lbeta, quando
produzidos e secretados em concentracfes
supra-fisiolégicas, podem desencadear
sintomas sistémicos como febre, fadiga e
disturbios do sono, condicdo conhecida como
Sickness Behavior Syndrome, correlata a
Sindrome do Overtraining (Meeusen e
colaboradores, 2006).

Enfim, no tocante a producao
muscular das citocinas, nossos dados
corroboram com a literatura no tocante as
diferentes vias de sinalizagdo intracelular
envolvidas na producédo daquelas com padrao
pr6 ou anti-inflamatério, porém com
mecanismos de regulacdo inter-dependentes
pos-producdo e  secrecdo (Keller e
colaboradores, 2006).

Ao analisarmos a producé@o hepatica
das citocinas, especialmente considerando
aquelas pro-inflamatérias, podemos destacar
esta como parte integrante da resposta
metabdlico-inflamatéria do préprio tecido ao
estresse, ocasionado eventualmente pela
intensificagdo do treinamento ao longo das
semanas (Li, Diehl, 2003).

Este evento pode ser desencadeado
por uma condicdo de estresse oxidativo
aumentado no figado, resultando na ativagéo
do fator de transcricio NF-kB e,
consequentemente, na ativagdo da expressao
de TNF-alfa, que induz maior expressao das
citocinas IL-1beta e IL-6 (Smith, 2000).

Esta resposta pode estar ainda ligada
a prépria regeneracéo do tecido hepético, uma
vez gque as citocinas, especialmente o TNF-
alfa, estimulam a proliferacdo dos hepatdcitos
(Smith, 2000), favorecendo de certa forma a
adaptacdo positiva deste tecido ao protocolo
de treinamento.

Em relagéo aos marcadores
bioquimicos séricos analisados neste estudo,
a tendéncia crbnica de queda na atividade
sérica da enzima CK pode ter ocorrido como
reflexo do treinamento fisico regular e
sistematizado, devido a fatores como um
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maior nimero de sarcémeros inseridos nas
fiboras musculares, alteragdo no padrdo de
recrutamento das unidades motoras ou devido
a algum mecanismo neural protetor (Chen,
2003).

Esse marcador sérico, que apresenta
grande aplicabilidade pratica (Lazarim e
colaboradores, 2009), refletiu os efeitos
adaptativos positivos causados pelo protocolo
de treinamento, especialmente no tocante a
evolugdo da performance. Outra cinética
cronica dos biomarcadores que reforcam essa
premissa adaptativa, especialmente no grupo
FOR, é a diminuicdo na concentrac@o sérica
de uréia, refletindo um controlado catabolismo
protéico (Moldoveanu, Shephard, Shek, 2001;
Williamson, Kimball, Jefferson, 2005).

Interessante observar que o aumento
na producdo hepatica das citocinas pro-
inflamatérias foi acompanhada por uma
diminuicdo significativa das concentracdes
séricas de PCR, especialmente no grupo FOR.

Essa resposta adaptativa e
considerada normal pela literatura em
situacbes de treinamento fisico regular e
sistematizado (Plaisance, Grandjean, 2006)
devido a fatores como diferentes vias de
sinalizacdo intracelulares hepéticas
comandando a expressdo de PFA, além das
citocinas pré-inflamatérias (Tomaszewski e
colaboradores, 2003), bem como fatores
relacionados a alteragdo da composicdo
corporal dos organismos treinados ou até
mesmo mecanismos de downregulation
hepatico sofridos pela acdo endécrina da IL-6
(Stewart e colaboradores, 2007).

De forma a corroborar essa hipétese,
a concentragdo sérica de albumina, que
representa uma PFA negativa, se mostrou
inalterada entre os grupos ao longo do
protocolo de treinamento (Silva, Macedo,
2011).

Ainda, niveis fisiolégicos estaveis de
albumina sérica auxiliam na manutencdo do
estado antioxidante nesse ambiente, assim
como mantém a funcdo de carreamento de
diversas substancias pelo sangue, incluindo as
citocinas (Silva, Macedo, 2011).

Ainda, no tocante ao poder
antioxidante sérico, especialmente no grupo
FOR, os marcadores FRAP e AU mostraram
aumentos  significativos  importantes e
condizentes ao processo adaptativo positivo
alcancado nesse grupo de treinamento.
Nossos dados corroboram achados da
literatura sobre o efeito adaptativo no sistema
de defesa antioxidante em decorréncia do

exercicio fisico regular e sistematizado (Ji,
2008), incluindo os efeitos adaptativos no soro
(Kostaropoulos e colaboradores, 2006).

Finalizando a discussdo sobre os
marcadores investigados, a tendéncia de
diminuicdo na razdo glutamina/glutamato no
musculo-esquelético, especialmente no grupo
FOR, pode ser explicada ora por uma menor
producdo  muscular desse aminoacido
(Bowtell, Bruce, 2002), ora devido a um maior
usufruto deste pelo préprio metabolismo
intramuscular em reacfes anapleréticas e
anabdlicas (Gleeson, 2007), ora devido a uma
maior exportacdo desse aminoacido para a
corrente sanguinea, visto a importancia do
mesmo como fonte de energia para as células
do sistema imune (Tidball, 2005).

Em conclusdo, a andlise das
concentracfes musculares e hepaticas das
citocinas mostrou-se bastante (til para a
identificagdo de um quadro anti-inflamatério
controlado, especialmente nos ratos do grupo
FOR, que, somado a um maior potencial
antioxidante sérico, diminuicdo nos valores
séricos de inflamacédo crénica e a manutencao
do padrdo normal da contagem total e
diferencial das células brancas, viabilizaram a
evolucdo da performance ao longo do
protocolo de treinamento.

Nosso trabalho reforca achados
anteriores que defendem a execuc¢do do
treinamento fisico regular e sistematizado,
apesar de poder ocasionar alguns possiveis
efeitos agudos indesejados, como um potente
antidoto anti-inflamatério e antioxidante,
adaptando positivamente a resposta imune ao
esforco e a controlando a inflamacéo sistémica
cronica de baixo grau (Pedersen, 2000;
Petersen, Pedersen, 2005; Gleeson, 2006).
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