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RESUMO

O exercicio fisico representa um desafio a homeostase corporal, influenciando
inclusive o funcionamento do sistema imunolégico. Estudos tem demonstrado
relagdo entre a resposta inflamatéria e o processo de remodelamento tecidual,
porém mais estudos sdo necessarios para compreendermos seu comportamento e
sua atuacdo neste processo adaptativo apos treinamento de forca. O objetivo do
estudo foi avaliar o perfil das células imunes e da expressdo génica de
biomarcadores inflamatérios sollveis nas PBMC ap6s uma sesséo de treinamento
de forca, que objetivou a hipertrofia muscular esquelética, em individuos treinados e
nao treinados. Os protocolos foram constituidos por 3 exercicios, leg press, extensor
de joelhos sentado e flexor de joelhos, sendo realizadas 4 séries, de 8-10
repeticbes, a 65% de 1RM e com uma pausa de 90s entre as séries. A duracdo da
repeticdo foi de 5 segundos (2 segundos para a acdo muscular concéntrica por 3
segundos para a acao muscular excéntrica). Foram realizadas anéalises no sangue
antes, logo apos e 2 horas apos o término do protocolo de exercicio. O nivel de
lactato sanguineo aumentou logo apés o exercicio para ambos 0s grupos e a
atividade da enzima creatina quinase aumentou logo apés ao exercicio. Observamos
um aumento dos linfdcitos circulantes imediatamente apds o exercicio enquanto sua
diminuicdo foi detectada 2 horas apds o término do mesmo. Os mondcitos
apresentam seu pico na circulacdo logo ap6s o exercicio fisico enquanto os
neutroéfilos elevaram-se com o exercicio, sendo observada no grupo néo treinado,
um aumento ainda mais evidente 2 horas apdés o término do treinamento. N&o
encontramos diferencas entre os grupos treinado e nao treinado quanto a expressao
génica de IL6, IL10, IL12, IFN-y nas PBMCs, assim como nao encontramos diferenca
no decorrer do tempo. Porém, o grupo treinado destacou-se por apresentar menor
expressdo de TGFp nestas células. Concluimos que o protocolo de exercicio
utilizado, seguindo as normativas de carga com objetivo de hipertrofia muscular
esquelética, em jovens treinados e nao treinados, eleva os niveis de lactato
sanguineo, da atividade da CK, dos leucdcitos circulantes e, inversamente no caso

dos jovens treinados, reduz a expressao de TGFg nas PBMC.

Palavras chaves: Exercicio de for¢a, hipertrofia, expressédo génica, inflamacao



ABSTRACT

Physical exercise depicts a challenge to body homeostasis, including influencing the
immune system’s performance. Studies have shown a relationship between the
inflammatory response and tissue remodeling processes, but more studies are
needed to understand its behavior and its behavior in this adaptive process after
strength training. The objective of the study was to evaluate the immune cell profile
and gene expression of soluble inflammatory biomarkers in PBMC after a strength
training session, which aimed skeletal muscle hypertrophy in trained and untrained
individuals. The protocols consisted of 3 exercises: leg press, seated knee extension
and knee flexor, with 4 sets of 8-10 repetitions, 65% of 1RM and 90s of break
between sets. The duration of the repetition was 5 seconds (2 seconds for concentric
muscle action for 3 seconds eccentric muscle action). Blood tests were performed
before, after and 2 hours after the end of the exercise protocol. Blood lactate levels
increased shortly after exercise for both groups and creatine kinase activity increased
shortly after exercise. We observed an increase of lymphocytes immediately after
and its decrease 2 hours after the exercise, for the monocytes a peak right after the
exercise and for the neutrophils an increase with the exercise, in which 2 hours after
the end of the training the levels for the untrained group were larger than the trained
group. As for the gene expression results of IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y in PBMCs, did
not show differences between the trained and untrained groups, as we did not find
any difference over time. Already for TGFg in PBMC, we found a lower expression for
the trained group. It is concluded that the exercise protocol, following the loading
regulations aimed at skeletal muscle hypertrophy, in trained and untrained youth,
increases blood lactate levels, CK activity, circulating leukocytes and, in the case of

trained youngsters, reduces the expression of TGFg in PBMC.

Keywords: Strength exercise, hypertrophy, gene expression, inflammation
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1. INTRODUCAO

1.1. O exercicio fisico

O exercicio fisico representa um desafio a homeostase corporal, influenciando
os diversos mecanismos que atuam para a manutencdo desta condicdo estavel e
adequada para o seu funcionamento. Dentre estes mecanismos, destaca-se o0
sistema imunolégico, pois além de participar de processos embriogénicos e de
homeostase, também atua contra substancias estranhas ao corpo, sendo estas
infecciosas ou ndo (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003; HEADLAND e NORLING,
2015).

A importancia da pratica regular e sistematizada do exercicio fisico, ja se
encontra bem estabelecida na literatura e os niveis das mudancas provocadas por
ele dependem do tipo de exercicio e das normativas de carga de treinamento
propostas, levando-se em consideracao principalmente o volume, a intensidade, a
frequéncia, a densidade e a duracao do exercicio (WERNBOM et al., 2007; MARTIN
et al., 2008). Além disso, outro aspecto importante que deve ser levado em
consideracdo, ao analisar as respostas ao exercicio fisico, € o nivel inicial de aptidao
fisica dos individuos, pois sabe-se que as respostas adaptativas apresentam
comportamentos diferentes em relagéo ao nivel inicial de treinamento dos individuos
(KRAEMER et al., 2014).

Dentre todos os beneficios relacionados ao treinamento fisico, destaca-se a
sua relacdo com manutengdo/recuperacdo da saude, uma vez que existem
evidéncias epidemiolégicas de que o exercicio fisico regular aumenta a resisténcia
as infeccBes. Nesse sentido, um estilo de vida fisicamente ativo ofereceria protecao
contra enfermidades (PEDERSEN e FEBBRAIO, 2012). No entanto, as
consequéncias para a saude, obtidas com estas praticas regulares estao

diretamente relacionadas ao objetivo principal do treinamento e, consequentemente,
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ao tipo de exercicio proposto para este fim (exercicio de equilibrio, coordenacao

motora, resisténcia e exercicio de forca (SCHOENFELD et al., 2017).

1.1.1 Exercicio de forca

Dentre as capacidades fisicas existentes, a capacidade motora forca é
considerada parte fundamental de qualquer tipo de treinamento fisico, seja ele
voltado para a saude, para a estética ou, ainda, para a melhoria do desempenho
esportivo (BLOOMER, et al., 2006; CARDOSO et al., 2012).

Segundo BOMPA (2012) a capacidade motora “forga” pode ser dividida em: a)
forca de resisténcia - que é o numero maximo de vezes que conseguimos realizar
um movimento com determinada carga, b) forca rapida - que é toda forma de forca
gue se torna atuante em um menor tempo possivel e c) forca maxima - que é a

maior forca possivel que uma pessoa pode realizar de forma voluntaria.

Tendo como referéncia as vias energéticas utilizadas para a realizacdo dos
exercicios de forca, pode-se afirmar que estes sdo classificados como
predominantemente anaerébios, pois sdo realizados com intensidade alta e curta
duracdo. Além disso, devido as suas caracteristicas de execucdo, apresentam
grande facilidade no controle das a¢des musculares concéntrica, excéntrica e
isométrica. (CHAGAS e LIMA, 2011; CARDOSO et al., 2012).

Quando o torque interno (produzido pelo musculo) é maior que o torque
externo, em oposi¢cdo a contragdo do musculo, o0 movimento ocorre no sentido do
musculo que se contrai, acontecendo assim um encurtamento muscular. Neste caso
a acdo motora é classificada como acdo muscular concéntrica. A acdo muscular
excéntrica ocorre quando o torque interno € menor do que o torque externo, gerando
um alongamento muscular. Neste caso a for¢ca € usada para controlar a velocidade
do movimento, que acontece no sentido da resisténcia imposta a contracdo. Ja na
acdo muscular isométrica, a forca aplicada se iguala a resisténcia imposta e é
considerada como uma forca de sustentacdo, na qual ndo ha diferenca no

comprimento do musculo trabalhado (NEUMANN, 2006; CORMIE, et al., 2011).
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Dentre as adaptacfes desejadas com o treinamento de forca, as principais
sdo o desenvolvimento de hipertrofia muscular esquelética e o aumento da forca
muscular (CREWTHER et al., 2006). Para quantificar o aumento da forca muscular,
um dos métodos mais utilizados é o teste de uma repeticdo maxima (1RM). Este
teste tem por objetivo avaliar a forca maxima voluntaria e representa um valor
quantitativo dessa capacidade que ¢é influenciada por questdes neurais e
morfologicas (BROW e WEIR, 2001; CORMIE, et al., 2011).

A hipertrofia muscular esquelética é considerada uma adaptacao fisiologica,
uma vez que ocorre a biossintese de novas estruturas envolvidas na contracao
muscular. Dessa forma ha um aumento da area de seccdo transversa das fibras
musculares e consequentemente um aumento no volume das mesmas (WAKAHARA
et al.,, 2012; OZAKI et al., 2015). J4 existe um consenso na literatura que para se
desenvolver hipertrofia muscular esquelética, os valores de referéncia em relacao as
normativas de carga devem ser de uma frequéncia de treinamento entre 2 a 6 vezes
por semana, com intensidade de 60 a 85% de 1RM, volume de trés a seis séries de
exercicios com seis a doze repeticdes e pausas entre séries de um a trés minutos
(KRAEMER e RATAMESS, 2004; WERNBOM et al., 2007).

Segundo Schuenke et al., (2012), o treinamento da capacidade motora forca é
o melhor meio de induzir hipertrofia muscular esquelética. Embora existam muitos
estudos sobre esta resposta adaptativa, seus mecanismos ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos, sendo necessarios mais estudos para a melhor
compreensao das respostas fisiologicas e dos mecanismos moleculares envolvidos
neste processo (WAKAHARA et al.,, 2012; SCHOENFELD, 2013; OZAKI et al.,
2015). Varios séo os fatores que estimulam estes mecanismos: fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I), citocinas, estimulo mecéanico, temperatura e
etc., sendo o exercicio fisico um fator desencadeador destes estimulos (WEST et al.,
2010; KRAEMER et al., 2014). Apesar de varios estudos demonstrarem uma relagéo
entre a resposta inflamatéria e o processo de remodelamento tecidual e de se
observar um crescimento no numero de pesquisas nesta area (fig 1), mais estudos
sd0 necessarios para compreendermos seu comportamento e sua atuacao neste

processo adaptativo, tanto para individuos treinados e como para nao treinados.
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Figura 1: Grafico representativos do nimero de estudos disponiveis na base de dados Pubmed com
o descritor “Inflammatory response and muscle hypertrophy”. Extraido do www.gopumed.org em 27
de marc¢o de 2018.

1.2.

A inflamacéao e o exercicio de forca

Segundo Chazaud (2015), a inflamacéo no exercicio fisico deve ser vista

como um processo dinamico de passos sequenciais que deve ser coordenado para

integrar o processo de regeneragdo de um tecido. No caso do tecido muscular

esquelético, a inflamacédo seria, portanto, um processo benéfico e necessario

guando associado ao treinamento fisico regular e sistematizado (SILVA e MACEDO,
2011; CHAZAUD, 2015).

O exercicio de forca pode levar ao desenvolvimento de microtraumas de

graus variados no tecido conectivo, articulacdes e no sistema muscular esquelético,

ocasionando a ruptura da matriz extracelular, lamina basal e do sarcolema. Porém

guando estes exercicios sao sistematizados e bem controlados, ou seja, quando se

respeita as normativas de carga de treinamento, espera-se que estes microtraumas

sejam importantes para o desenvolvimento de respostas adaptativas esperadas para
este tipo de treinamento (CONCEICAO et al., 2012; KRAEMER et al., 2014).

14
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Exercicios com caracteristicas de maior acdo muscular excéntrica
normalmente estdo mais associados a producao destes microtraumas (LAZARIN et
al., 2009; CONCEICAO et al., 2012). Segundo Willoughby, et al. (2003), em
exercicios com caracteristicas de maior acdo muscular concéntrica produziriam
menos danos a musculatura, quando comparados aos exercicios com
caracteristicas de acdo muscular excéntrica. Estes microtraumas podem ocasionar
liberacdo, na corrente sanguinea, de proteinas intracelulares como a creatina
quinase (CK) e de citocinas inflamatérias, que podem atuar como importantes
biomarcadores de dano muscular e inflamatérios (LAZARIM et al., 2009; PETRY et
al., 2010; CORMIE et al., 2011; CONCEICAO et al.,, 2012, KOCH et al., 2014;
CHAZAUD, 2015,). Em resposta a geracdo destes biomarcadores inflamatorios,
observa-se também uma resposta celular que contribuird para a intensificar ou
regular a resposta inflamatéria do tecido lesado (PEAKE et al., 2017). Dentre estas
células, os leucdcitos (neutrofilo, mondcitos e linfocitos), exercem um importante
papel no processo de reparo tecidual, um fendmeno complexo que visa restabelecer
a integridade fisiolégica e morfolégica da estrutura danificada, consistindo de
diversos eventos celulares e moleculares que se interagem em prol da reconstitui¢cao
tecidual (PHILIPPOU et al.,2012). Peake et al. (2005) e Lu et al. (2011a, b) citam
que uma maior mobilizacdo de neutrofilos mas, principalmente,
monaocitos/macréfagos para o tecido muscular, seria uma importante resposta

inflamatoria ao exercicio de forca.

Estudos demonstraram diferencas nas respostas das células inflamatorias
apos a realizacdo de diferentes exercicios, inclusive nos exercicios de forca,
variando de acordo com grupamento muscular exigido e com a quantidade de tecido
recrutado. (PEAKE et al., 2005. DEYHLE et al., 2016). Em exercicio de downhill e
exercicio excéntrico em bicicleta, pesquisadores encontraram que 0 nuamero de
leucdcitos circulantes aumenta apos o exercicio (CANNON et al., 1990; CANNON et
al., 1994; PIZZA et al., 1995; MALM et al., 2000; PETERSEN et al., 2001; PEAKE et
al., 2005). Ja em exercicios excéntricos, 0s quais 0 grupamento muscular exigido
foram quadriceps e flexores do cotovelo, hA& um menor aumento plasmético de
leucdcitos circulantes (PIZZA et al., 1996; PIZZA et al., 1999; PIZZA et al., 2001,
SAXTON et al., 2003).
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O processo inflamatorio é coordenado por distintos polipeptideos/proteinas
chamadas citocinas, que regulam a magnitude e duracdo dos eventos inflamatérios
(SMITH, 2000; MOLDOVEANU, et al., 2001; SILVA e MACEDO, 2011; ZHANG et
al., 2013), destacando dentre eles a viabilizacdo do influxo de neutréfilos, mondcitos,
linfécitos e outras células que participam da regeneracéo tissular (MOLDOVEANU,
et al., 2001; LU et al., 2011; SILVA e MACEDO, 2011).

As citocinas podem ser sintetizadas por varios 6rgdos e células do corpo
como por exemplo PBMC, células musculares, células endoteliais, células do tecido
adiposo, dentre outros (PETERSEN & PEDERSEN, 2005). A origem dessas
citocinas, muitas vezes influenciam suas nomenclaturas, como por exemplo
miocinas, citocinas produzidas pelo tecido muscular e as adipocinas, citocinas
produzidas pelos adipdcitos (PEDERSEN, 2012).

As citocinas podem ter atividade inflamatoria (IL-1, TNF, IFN- e IL-6) e
regulatoria (IL-6, IL-10 e IL-1ra) modulando, além da inflamacé&o, a ativacéo de vias
energéticas (PETERSEN e PEDERSEN, 2005; KRAEMER et al., 2014). O equilibrio
entre as acoes inflamatdrias e regulatorias das diferentes citocinas contribui para a
regeneracao completa do tecido danificado (SMITH, 2000; SMITH, 2004; OGAWA et
al., 2010).

O perfil das respostas de citocinas em exercicios de forca parece estar
relacionado a duracdo, intensidade e outros fatores fisiolégicos relacionados ao
estresse provocado pelo exercicio, como a resposta enddcrina, acidose metabdlica,
estresse oxidativo, além da lesdo muscular provocada pelo treinamento (PEAKE et
al., 2005; YARROW et al., 2007; IZQUIERDO, et al., 2009). Apesar de ndo estar
completamente clara esta relacdo, em estudos como os de Petersen et al. (2001) e
Toft et al. (2002), que envolveram maiores intensidades e maior volume de massa
muscular, observaram maiores alteracdes nas concentracbes plasmaticas de
algumas citocinas, quando comparados a outros estudos que utilizavam menor
volume de massa muscular como na agao excéntrica do cotovelo (CHILDS et al.,
2001; PHILLIPS et al., 2003; HIROSE et al.,, 2004) ou até mesmo de quadriceps
(CROISIER et al., 1999).

Além disso, como citado anteriormente, um dos principais objetivos do

treinamento de forca € a hipertrofia muscular esquelética, sendo importante tanto
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para o desempenho esportivo, como para a saude (LASEVICIUS et al., 2018). Desta
forma, varios estudos também buscam relacionar o papel de citocinas com esta
adaptacdo (LU et al.,, 2011a e b; PEDERSEN e FEBRAIO, 2012; ZANGH et al.,
2013).

Ao se estudar as respostas inflamatérias sistémicas ao exercicio, observa-se
muitas vezes, que estas apresentam comportamentos diferenciados quando
comparados com as respostas teciduais (GJEVESTAD et al., 2017). Akerstrom et al.
(2005) estudando as respostas inflamatorias agudas a um exercicio de extensdo de
joelhos, adaptado a um cicloergbmetro (60% do maximo), encontraram um aumento
na expressdo de mRNA de IL-8 no mdusculo, enquanto ndo foram observadas
alteracdes em seus niveis plasmaticos. Buford et al., (2009) estudando mulheres
fisicamente ativas, na p6s menopausa, apds um exercicio de forca, observaram um
“‘up-regulation” de varios mediadores inflamatérios no musculo, sem, contudo,
observar alteracées nas citocinas plasmaticas. Os autores concluiram que o tecido
muscular é capaz de induzir alteracdes na expressdo de mRNA independente de

alteracdes circulatorias.

O perfil das citocinas na corrente sanguinea, como resposta ao exercicio
fisico, pode sofrer influéncias dos diferentes locais de producdo, sendo por isso
importante avaliarmos o papel das células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) em resposta ao exercicio de for¢a, pois estudos mostram que o exercicio
sistematizado com o protocolo de treinamento voltado para o desenvolvimento desta
capacidade fisica, parece ter influéncias na expressdo génica de marcadores
inflamato6rios em PBMCs (GJEVESTAD, 2015) (Tabela 1).

Em busca de uma adaptacdo ao treinamento de forca, € de extrema
importacia que o organismo regule a expressdo de genes, buscando uma
regeneracdo do tecido danificado e consequentemente a homeostase. Estudos
relacionados com treinamento de forca e expressao génica, refletem os estagios
iniciais da ativagao do sistema imune, tornando-se assim um instrumento essencial
para caracterizar os efeitos provocados pelo protocolo de treinamento (RADOM et
al., 2009).

Mesmo diante dos avangos na area da ciéncia do esporte ainda pouco se

conhece sobre as respostas agudas inflamatérias, principalmente relacionadas a
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expressao génica de citocinas em PBMC, ao treinamento de forca em individuos
treinados e ndo treinados, objetivando a hipertrofia muscular esquelética. Espera-se
que logo apdés uma sessdo de treinamento, respeitando as normativas de carga
voltada para tal objetivo, as PBMCs tenham um importante papel no comportamento
de biomarcadores inflamatorios relacionado ao remodelamento tecidual, em busca

de um retorno da homeostase do organismo.
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Tabela 1: Citocinas: principais funcdes e respostas ao exercicio

Citocinas

IL-6

IL-12

IL-10

IFNy

TGFg

Principais células
produtoras
Mondcitos,

macroéfagos, tecido

adiposo e muscular

Células Kuffer e

macroéfagos

Células Treg, Th2 e

macréfagos

Thi, NK e células

musculares

Células T e

macréfagos

Principais fun¢des no exercicio

Estimular a produgéo de IL-1ra e IL-10 e inibir a producdo de TNF e IL-
1.

Aumentar a secrecéo de cortisol

Estimular a glicogendlise hepatica, lipélise do tecido adiposo e a
captacéo de glicose pelo musculo.

Estimular as células satélites

Estimula células NK;

Aumenta a sintese de IFNy em linfécitos periféricos

Inibir a produgéo de citocinas IL-1, IL-6, TNF e quimiocinas
pelos macrofagos e linfdcitos
Inibidor de macré6fagos

Estimula macréfagos, neutrdéfilos e sintese de TNF;
Aumentar a fagocitose e a fungéo lipolitica

Inibe da proliferagéo de células T

Inibe a ativacdo de macréfagos

Resultados

1 PBMC

| PBMC

1 musculo

| PBMC

| PBMC
| musculo

1 PBMC

«PBMC
| PBMC
1 musculo

«~PBMC

Referéncia

Gjevestad et al. (2017)
Zamani et al. (2014)
Capomaccio et al. (2011)
Connolly et al. (2004)
Zychowska et al. (2017)

Gjevestad et al. (2017)

Zamani et al. (2014)

Gjevestad et al. (2017)

Zychowska et al. (2017)

Ulven et al. (2015)
Golzari et al. (2010)
Deyhle et al. (2016)

Ulven et al. (2015)

() redugdo; (1) aumento e (<) sem alteracao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil das células imunes e da expressédo génica de biomarcadores
inflamatorios sollveis em PBMCs apds uma sessdo de treinamento de forca, que
objetivou a hipertrofia muscular esquelética, em individuos treinados e néao

treinados.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1 — Verificar o efeito de protocolo de treinamento de forca sobre a atividade
da enzima creatina quinase (CK), lactato sanguineo e PSE em individuos treinados e

nao treinados.

Obijetivo 2 — Avaliar o perfil das células do sistema imunoldgico (neutrdfilos, linfécitos
e mondacitos) em voluntarios treinados e ndo treinados submetidos a protocolos de

treinamento de forca na musculagao.

Objetivo 3 — Avaliar a expressao génica de marcadores inflamatorios soltveis (IL-6,
IL-10, IL-12, IFNy e TGFg ) em PBMC de voluntarios treinados e nao treinados

submetidos a protocolos de treinamento de forca na musculagéo.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Voluntarios e cuidados éticos

Foram estudados 18 voluntarios que tomaram conhecimento do projeto a
partir de contatos pessoais e avisos fixados nos principais pontos da Universidade
Federal de Ouro Preto. Os seguintes critérios para a selecdo de voluntarios foram
considerados: 1) Serem do sexo masculino entre 18 e 30 anos de idade, 2) auséncia
de lesBes musculo-esqueléticas nos ultimos seis meses nos membros inferiores,
coluna e pelve, 3) ndo fazer uso de cigarros; 4) nao fazer uso de bebidas alcoolicas
por pelo menos 3 dias anteriores a realizacdo do estudo, 5) estar praticando
musculacado ha pelo menos 6 meses de forma continua, para grupo treinado e 6)
nao estar praticando musculacdo ou qualquer outro tipo de treinamento de forca nos

altimos 6 meses (grupo néo treinado).

Os critérios para exclusdo do estudo foram: 1) manifestar interesse em se
ausentar do estudo por sua livre e espontanea vontade; 2) ndo comparecer aos
locais de coleta no dia e hora programados; 3) apresentar algum tipo de
enfermidade e/ou patologia que comprometesse a coleta dos dados; 4) fazer uso de

medicamentos, suplementos ou esteroides anabdlicos androgénicos.

Adotou-se como critérios para a suspensao da coleta de dados a presenca de
qualquer um dos sinais/sintomas mencionados abaixo: Inicio de angina ou sintomas
semelhantes a angina; qualquer dor toracica que esteja aumentando; incapacidade
da frequéncia cardiaca de aumentar com o0 exercicio; manifestacdes fisicas ou
verbais de fadiga grave; perda da qualidade do movimento; solicitagdo para parar o

exercicio e falha do equipamento de teste (ACSM, 2009).

Todos os participantes do estudo foram informados quanto aos objetivos, ao
processo metodologico, bem como 0s possiveis riscos e beneficios de sua
participacdo antes de iniciarem qualquer atividade neste projeto. Foi assinado o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) no qual tomaram ciéncia de que
a qualquer momento poderiam deixar de participar da pesquisa. Foram tomadas

precaucdes no intuito de preservar a privacidade dos voluntérios, sendo que a sua
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salude e o seu bem-estar estiveram sempre acima de qualquer outro interesse.
Todos os procedimentos adotados neste estudo estavam de acordo com as
“‘Diretrizes e Normas Regulamentadoras das Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos” do Conselho Nacional da Saude (Res. 466/2012) envolvendo pesquisas
com seres humanos. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Ouro Preto, (Resolucdo 196/96 — CAAE 56307716.2.0000.5150).

3.2 - Delineamento do estudo

Inicialmente, os voluntarios selecionados foram submetidos a uma avaliacao
fisica a fim de determinar a composicao corporal (gordura corporal), massa corporal
e estatura dos voluntarios. Logo apds foram realizados os testes de forca para
determinar a carga de treinamento, elaborada de acordo com as normativas de
carga para hipertrofia muscular esquelética (BOMPA, 2012), sendo para o leg press
realizado o teste de uma repeticdo maxima (LRM) (DINIZ et al., 2014) e para os
demais exercicios, cadeira flexora de joelhos e cadeira extensora de joelhos, o teste
de 10 RMs (FLECK, 1999). Os testes foram realizados em equipamentos da marca

Righetto® e respeitando a ordem citada acima (Figura 2).
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FIGURA 2: Aparelhos: A Leg press, B cadeira flexora de joelhos e C cadeira flexora de joelhos.

ApoOs respeitar um intervalo minimo de uma semana (7 dias), iniciou-se a
aplicacédo do protocolo de exercicio, respeitando a mesma ordem da execucéo dos
testes de forca. Com o propésito de impedir uma possivel interferéncia nos
resultados, todas as instrucdes prestadas aos participantes durante o0s

procedimentos foram padronizadas.

Ao chegar ao laboratério os participantes eram questionados se 0s
procedimentos pré-experimento foram seguidos. Caso as recomendacdes nao
tivessem sido respeitadas, a coleta de dados ndo seria realizada. Apés a
confirmacédo destas informacoes, foi entdo explicado verbalmente como a coleta de
sangue ocorreria para em seguida realiza-la. Logo apdés a coleta de sangue, o
voluntario era encaminhado até uma bicicleta de frenagem elétrica, marca
Movement®, onde realizou uma atividade preparatoria com duragdo de 5 minutos,
pedalando em intensidade considerada baixa de acordo com a sua percepgao
subjetiva de esforco, a qual ndo poderia ter um valor superior a 2 de acordo com a
escala Borg (BORG, 2000) (Anexo 1). ApOs o exercicio realizado na bicicleta era
iniciada a sessado de treino seguindo a seguinte ordem: leg press, extensor de
joelhos sentado e flexor de joelhos.
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Os protocolos foram constituidos por 3 exercicios, citados acima, sendo
realizadas 4 séries, de 8-10 repeticbes, a 65% de 1RM e com uma pausa de 90s
entre as séries (BOMPA, 2012). A duracao da repeticao foi de 5 segundos, sendo 2
segundos para a acao muscular concéntrica por 3 segundos para a acao muscular
excéntrica. As amostras de sangue para analise da expressao génica de IL6, IL10,
IL12, IFNy e TGFg em células mononucleares do sangue periférico foram coletadas
antes (pré-treino) e duas horas apos a sessdo de exercicios, sendo o volume de
amostra coletado de 4 mL de sangue venoso. Para andlise da Creatina Quinase
(CK), hemograma completo (contagem de leucdcitos totais, neutréfilos, linfocitos e
monadcitos) e Lactato foram realizadas coletas de sangue antes do exercicio,
imediatamente ap0s o seu término e 2 horas apds a sessdo de treinamento. Foram
coletados 6 mL de sangue venoso para analise da CK, 4 mL para o hemograma
completo e uma gota de sangue capilarizado, nas pontas dos dedos, para dosagem

de lactato sanguineo.

Se o voluntario ndo fosse capaz de manter a duracédo das acfes musculares
pré-estabelecidas ou realizar uma amplitude incompleta de movimento durante duas
repeticbes seguidas, o exercicio era interrompido. Para ajudar os voluntarios a
manterem as duracfes das acdes musculares durante o treinamento utilizou-se um
metrénomo digital Joe Average instalado em um aparelho celular. Ao término do
protocolo foi avaliada a percepcdo subjetiva de esforco dos voluntarios (PSE)
(BORG, 2000).

Durante o periodo de espera até a ultima coleta de sangue (2 horas apés o
término da sessao de treinamento), o voluntario permaneceu no laboratdrio, onde foi
servido uma refeicdo pos treino padrdo, preparada por uma nutricionista do grupo de
pesquisa. Todos foram orientados a manterem a mesma rotina para o café da
manhé e todas as coletas foram realizadas no mesmo horario do dia, pela manha
entre 8:00 e 10:00 horas.

A coleta de sangue foi realizada no Laboratério de Biomecéanica e a sessao
de treinamento aconteceu no laboratorio de exercicio resistido, ambos localizados
no Centro Desportivo da UFOP (CEDUFOP). Em seguida as amostras foram
conduzidas para o Laboratério Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farmacia

(LAPAC), local de andlises da fenotipagem leucocitaria e a atividade da enzima CK.
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Além disso, parte das amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Imunobiologia da Inflamac&o (LABIIN), onde foram realizadas a separagéo celular
até a etapa do cDNA, que posteriormente foram encaminhadas para o Laboratério
de Hipertensdo ICB/UFMG, onde foi realizada a analise da expressao génica por

gPCR pelo sistema SYBER GREEN. O desenho experimental pode ser visualizado

na figura 3.
Semana 1 Semana 2
‘ Pr Pés 2H Apés
| | |
Avaliagao ' Protocolo j )
fisica de PSE Andlises
1RM treinamento

Figura 3. Desenho experimental do estudo. Esquema representativo da coleta de dados. A coleta
foi composta com 18 voluntarios (n= 9 treinados e n= 9 ndo treinados), submetidos na primeira
semana por avaliacdo fisica e teste de 1RM, e na segunda semana o protocolo de treinamento. As
coletas de dados foram realizadas nos momentos de pré, logo apés e 2 horas apds o protocolo de

treinamento. 1RM= teste de uma repeticdo maxima; PSE= Percepc¢ao subjetiva de esforco.

3.3 - Avaliacdao fisica (Anamnese - Antropometria)

Em um primeiro momento, foi realizada uma anamnese que consistia de uma
entrevista sobre os dados pessoais, historico de doencas, cirurgia e lesoes,
medicamentos em uso e aplicagdo do questionario de prontiddo para a pratica de
atividade fisica - PARq (Anexo 2).
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A partir dai foi realizada uma avaliacdo fisica, a qual foi composta por
medidas de massa corporal, estatura e o percentual de gordura. A massa corporal
foi obtida por meio de uma balanga antropométrica (FILIZOLA, Brasil) com precisédo
de 0,1 kg, enquanto a estatura foi registrada por meio de estadibmetro acoplado a
balanca antropométrica, com precisao de 0,5cm (FILIZOLA, Brasil). O percentual de
gordura foi avaliado por meio da técnica de dobras cutdneas e o seu célculo
realizado de acordo com o protocolo utilizado por Jackson e Pollock (1978). Este
protocolo consiste de uma combinacdo dos valores das dobras cutaneas com
equacBes matematica e seu resultado final prediz o percentual de gordura. O
protocolo utilizado foi o de 7 dobras: triciptal, subescapular, biciptal, axilar média,
supra-iliaca, toracica, abdominal, coxa, panturrilha medial. Todas as dobras foram
coletas pelo lado direito do voluntéario, utilizando um plicdBmetro da marca Cescorf
(JACKSON e POLLOCK, 1978).

3.4 - Teste de repeticdo maxima (1RM)

Antes da aplicacdo dos testes de forca, os voluntarios foram orientados a se
posicionarem da forma mais confortavel possivel nos aparelhos para que fossem
registrados todos 0s ajustes necessarios para a execucao do exercicio, tais ajustes
dos equipamentos foram replicados em toda sessao de exercicio posterior. O teste
de 1 RM no aparelho leg press foi realizado segundo Diniz et al. (2014), tendo
namero maximo de seis tentativas, com pausa de cinco minutos entre elas e
progresséo gradual do peso mediante percep¢do dos voluntarios e dos avaliadores.
Adotou-se como critério de execucdo que o movimento fosse realizado em toda sua
amplitude. Quando o voluntario ndo conseguisse executar toda a amplitude de
movimento, o valor de 1RM considerado correspondeu ao peso levantado na
tentativa anterior. Para a realizacdo dos testes de 10 RMs, realizados na cadeira
flexora de joelhos e cadeira extensora de joelhos, foi determinado um ndamero
maximo de 5 tentativas, com pausa de cinco minutos entre elas e progressao

gradual do peso mediante percepc¢ao dos voluntarios e dos avaliadores. Adotou-se 0
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mesmo critério de execucdo de movimento ao adotado no teste de 1RM, porém

tendo como referéncia 10 repeticdes de movimento (FLECK, 1999).
Orienta¢des aos Voluntarios

Antes da realizacdo da sessdo de treino de forca na musculacdo, 0s
voluntarios foram orientados a seguir as recomendacdes listadas a seguir com 0o

objetivo de ndo comprometer os resultados do estudo (ACSM, 2009):

e Nao realizar atividades fisicas no dia anterior a sessao de treino de forca na

musculacao.
e Nao ingerir bebidas alcodlicas por pelo menos 72 horas antes;
¢ Na&o consumir cafeina;

e Dormir pelo menos 8 horas na noite anterior ao dia da coleta (sesséo de

treino);

¢ Alimentar-se antes da realizacdo do exercicio.

¢ Ingerir 500 ml de agua, 2 horas antes do exercicio, para garantir o estado de

hidratacdo antes do experimento (ACSM, 2009).

3.5 - Hemograma e lactato sanguineo

A coleta de sangue foi realizada em um ambiente preparado no Laboratoério
de Biomecéanica, por meio de pun¢do venosa na fossa cubital, por um profissional
qualificado com experiéncia e materiais apropriados. Todos o0s procedimentos de
puncdo venosa respeitaram os padrdes de biosseguranca adotados por laboratorios
de analise clinica. Todos os materiais utilizados na coleta foram descartaveis,

obedecendo as normas de descarte para materiais contaminados.
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Para a analise do hemograma, foram coletados 4 ml de sangue venoso, antes
do exercicio (pré-exercicio), logo apods a realizacao da sessédo de treino de forca na
musculacdo e duas horas apds o seu término, em tubo contendo Ethylene Diamine
Tetra Acetic Acid (EDTA) e enviado ao Laboratério Piloto de Andlises Clinicas
(LAPAC). O exame foi realizado por meio do analisador Sysmex KX-21N®, que é
responsavel pelo fornecimento de parametros hematologicos e citogramas de

leucécitos, eritrocitos e plaquetas.

O sangue para andlise de lactato foi coletado em situacdo de pré-exercicio,
logo apoés a realizacdo da sessdo de treinamento e duas horas apds o final da
sessdo. Foi coletada uma gota de sangue partir da ponta do dedo indicador do
voluntario, desprezando sempre a primeira gota. Para andlise da concentracdo de

lactato no sangue utilizou-se um lactimetro Accustrend, com fitas regentes Roche.

3.6 - Andlise da creatinaquinase (CK)

Para a andlise do nivel de atividade da enzima creatinaquinase (CK), foram
coletados 6 ml de sangue venoso, antes do exercicio (pré-exercicio), logo apos a
realizacdo da sessao de treino de forca e duas horas apos o seu término, em tubo
contendo Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid (EDTA) e enviado ao Laboratoério
Piloto de Analises Clinicas (LAPAC). Para sua avaliagcéo foi utilizado o kit COBAS
INTEGRA Cobas C Systems® mensurados por método enzimético no equipamento

automatizado Cobas Mira Plus® da Roche®.
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3.7 — Expressao Génica

3.7.1 - Separacao celular

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos com heparina na
diluicdo 1:1 em phosphate buffered saline (PBS). O sangue diluido foi
cuidadosamente depositado sobre um gradiente de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich,
EUA) na proporgcédo 1:2 e centrifugado a 2900 rotacdes por minuto (RPM) por 10
minutos, a temperatura ambiente. Ao final da centrifugacao, o anel contendo PBMC,
gue se encontra na interface Histopaque/plasma, foi coletado. As células obtidas
foram diluidas em 10 ml de PBS e centrifugadas a 1600 RPM por 10 minutos. Logo
apos descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pallet em 1 ml de PBS.
Adicionou-se 10 ml de PBS e novamente os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 1600 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
500 ul de agua tratada com Dietil Pirocarbonato (DEPC). A quantificacdo de células
viaveis foi realizada através do método de exclusdo, por coloracdo em Turk, em
camara de Neubauer. ApO6s a contagem celular, cada amostra recebeu

aproximadamente 750uL de Trizol® para posterior extracdo de RNA.

3.7.2 Extracdo de RNA e RT-PCR

O RNA foi extraido utilizando-se o reagente Trizol® (Life Technologies)
seguindo recomendacdes do fabricante. Adicionou-se 150 pul de cloroférmio em cada
tubo, seguido de homogeneizagdo por 15 segundos e incubacdo a temperatura
ambiente por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15
minutos a 4° C. A fase aquosa superior contendo o RNA foi transferida para novos
tubos e posteriormente foi adicionado 375 pl de isopropanol a 100%. Novamente os
tubos foram incubados por 10 minutos em temperatura ambiente e centrifugados a
12.000 x g por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado, o pellet lavado
com 750 pl de etanol a 75%, homogeneizado e centrifugado a 7500 x g por 5

minutos a 4° C. O sobrenadante foi retirado, o pellet ressuspenso em 40 pl de agua
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DEPC e mantido a -80°C até a realizacdo da transcricdo reversa (RT-PCR). As
amostras de RNA total foram lidas no Nanodrop para se avaliar a pureza e
concentragdo das amostras. Utilizou a razdo da absorbancia em dois comprimentos
de onda onde a razdo A260/280 indica o grau de contaminagdo por proteinas e a
razdo A260/230 indica a contaminag¢do por compostos organicos. As amostras foram

incubadas em banho-maria a 55-60° por 15 minutos.

As amostras de RNA foram submetidas a transcricdo reversa para a obtencéo
de cDNA utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). Resumidamente, 200 ng de RNA de cada
amostra, diluidos em &gua livre de nucleases, foram incubados em solucdo contendo
a enzima transcriptase reversa, oligonucleotideo iniciador do tipo oligo (dT) e inibidor
de RNase, em um termomixer, obedecendo os seguintes ciclos: 250C por 10
minutos, 370C por 120 minutos, 850C por 5 minutos e, ao final, alcancando 4°.0
cDNA foi mantido em freezer -20°C para posterior quantificacdo genica.

3.7.3 - Avaliacdo da expressao génica

A andlise da expresséao génica (PCR quantitativo) das citocinas IL-6, IL-10, IL-
12, IFNy e TGFg foi realizada por meio RT-PCR pelo sistema SYBER GREEN
(Invitrogen. Carlsbad, California, EUA). Este processo foi realizado no Laboratorio de

Hipertenséo — ICB/UFMG, sob a supervisao da Profé. Daisy Motta Santos.

As Sequéncias dos primes estdo representadas na Tabela 2.
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Tabela 2 : Citocinas: Sequéncia dos Primes

Sequence (5'->3")

IL10

Forward primer

Reverse primer

IL6

Forward primer

Reverse primer

IL12

Forward primer

Reverse primer

TGFg

Forward primer

Reverse primer

IFNy

Forward primer

Reverse primer

GACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG
TCACATGCGCCTTGATGTCTG
Sequence (5'->3")
CCTGAACCTTCCAAAGATGGC
TTCACCAGGCAAGTCTCCTCA
Sequence (5'->3")
ATGGCCCTGTGCCTTAGTAGT
AGCTTTGCATTCATGGTCTTGA
Sequence (5'->3")
CAATTCCTGGCGATACCTCAG
GCACAACTCCGGTGACATCAA
Sequence (5'->3")
GGCCTCTACCACTATCTTCTCTC

ACACTGCTGAATTGACAAGGTTT

O ensaio de RT-PCR foi realizado no aparelho ViiA7 (Applied Biosystems,

Foster City, Califérnia, EUA). nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 95°

por 10 minutos, desnaturacéo inicial a 95° por 10 segundos, anelamento dos primes

e extensado a 60° por um minuto. Cada amostra foi feita em triplicata. Como controle

negativo para a reacdo de RT-PCR foram utilizados pogos que continham o mix de

reacdo mais os primes na auséncia de cDNA. A andlise das curvas de melting e de

dissociacao foi feita ao final de cada corrida como controle da qualidade da

amplificacdo génica. O limiar do ciclo de cada corrida foi padronizado como 0,1,

ponto no qual a amplificacdo observada estava na fase logaritmica.
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4 — ANALISES ESTATISTICAS

Inicialmente, os dados de caracterizacdo da amostra (massa corporal,
estatura, porcentagem de gordura corporal e idade) de ambos os grupos (treinados
e nao treinados) foram apresentados sobre a forma de média e desvio padrdo,
utilizando o teste t de student para a comparacao entre os dois grupos. O mesmo
teste foi utilizado para a comparacao entre os grupos da Percepcdo Subjetiva do
Esforco (PSE).

Os modelos estatisticos foram entdo ajustados, contendo os fatores grupo,
tempo e sua interacéo, usando o "Proc Mixed" do software SAS (LITTEL et al., 1996)
para as demais variaveis estudadas (CK, Lactato, Mondcitos, Linfécitos, Neutrofilos,
WBC, IL-6, IL-10, IL12, INFy e TGFg). Seus valores foram apresentados em meédia
de minimos quadrados, que sdo mais adequados para dados nao balanceados
como no presente estudo, onde o numero final de amostras foi diferente em cada
grupo. Os fatores grupo, tempo e sua interagdo foram testados usando testes F de
tipo 3, com um nivel de significancia de 0,05. Se a hip6tese nula de tais testes fosse
rejeitada utilizou-se o teste post-hoc de Tukey para analise das diferencas. Para
atender a pressuposicdo de normalidade, necessaria para os testes F e de Tukey,
foi feita uma andlise de residuos, descartando-se observacdes com residuos
padronizados superiores a 2,4 em valor absoluto, as quais foram consideradas
“outliers”. O teste de normalidade de residuos utilizado foi proposto por Shapiro-Wilk,
utilizando a fungao “shapiro.test”, da linguagem R. Para as analises das variaveis
INFy e TGFg foi utilizada o método de Box e Cox (1964), o qual busca uma melhor
transformacao dos dados, de maneira que a distribuicdo dos residuos (levando-se
em conta 0 modelo estatistico utilizado) se aproxime da distribuicdo normal. A busca
por essa melhor transformagao foi feita pela fungao “boxcox” também da linguagem
R (R CORE TEAM, 2016). O nivel de significancia adotado para as analises foi de p
<0,05.
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5 —RESULTADOS

5.1- Caracterizagcdo da amostra

Os voluntéarios participantes desta pesquisa (n=18) foram divididos em seus
respectivos grupos de acordo com os critérios citados anteriormente (treinado e nao
treinado) e a média e desvio padrdo da idade, dos parametros antropométricos e
percentual de gordura estdo apresentados na Tabela 3 para caracterizagdo da
amostra. Apenas a variavel percentual de gordura apresentou diferenca entre os

grupos (p<0,05).

Tabela 3. Dados gerais de caracteriza¢do da amostra voluntarios nao treinados.

Voluntarios Idade Massa Estatura Percentual de
Corporal gordura
N=9 (anos) (Kg) (cm) (%)
N&o treinado 24 5+3,0 74,8+15 175,1+8,8 *15+9,2
Treinado 26,6+1,3 72,2+4.0 173,1+8,1 9,843,0

N = namero de voluntarios; Kg = quilogramas; cm = centimetros e % percentual.* = p

< 0,05 em relagc&o ao outro grupo.
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5.2- Lactato sanguineo e PSE

Os valores de concentracdo do lactato no sangue encontram-se
representados na figura 4. Observou-se uma diferenca estatistica logo apds o
exercicio em relacdo a medida realizada antes do exercicio (Pré) e duas horas apos
o0 exercicio (2HS), tanto para o grupo nao treinado quanto para o grupo treinado (p <
0,001). Além disso, observou-se também uma diferenca entre os grupos, treinado e

nao treinado no momento logo apos a sessao de treinamento (Pos) (p=0,015).
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Figura 4: Concentracdo de Lactato no sangue (mmol/dL). Valores da concentragdo de Lactato no
sangue, em milimol por decilitro de sangue (mmol/dL), para os dois grupos estudados (treinado e ndo
treinado) nos momentos antes do exercicio (Pré), logo ap6s o término do exercicio (P6s) e duas
horas apés o exercicio (2HS). & = diferenga significativa entre os grupos no momento logo apos o
exercicio (P=0,015) e # = diferenca nos valores medidos logo apés a sessdo de treinamento em
relacdo aos outros tempos coletados (p<0,001).

Ja os valores da PSE logo apés ao treino chegaram a 9, 50 + 0,81 para os
individuos né&o treinados e 9, 30 + 0,78 para os individuos treinados, confirmando
assim que o exercicio foi de alta intensidade e ndo se observado diferenca
significativa entre os grupos (p> 005).
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5.3- Biomarcador de lesdo muscular

Na figura 5, ttm-se os dados da atividade da enzima creatina quinase (CK).
Encontramos uma diferenga significativa entre os tempos avaliados, sendo as
medidas realizadas apds o exercicio (P0s) e duas horas ap0s o término da sessao
de treinamento (2HS) maiores que os valores medidos antes (Pré) do exercicio,
alcancando respectivamente uma diferenca de 11 e 12% para os individuos

treinados e 11 e 18% para os nao treinados (p=0,0159).
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Figura 5. Atividade da enzima cretina quinase (CK). Valores da atividade da enzima creatina
quinase (CK) para os dois grupos estudados (treinado e ndo treinado) nos momentos antes do
exercicio (Pré), logo apés o término do exercicio (Pés) e duas horas apos o exercicio (2HS). # =
diferenca nos valores medidos logo apos e duas horas apds o término do exercicio em relacdo aos

valores antes do exercicio (Pré) (p=<0,0159).
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5.4- Valores encontrados no hemograma

Na figura 6, ttém-se os dados dos niveis dos linfocitos circulantes. Observou-
se um pico nos niveis dos linfécitos circulantes logo apos o exercicio (Pos) (p<0,001)
representado em valores percentuais de 31% para os individuos treinados e 13%
para 0os nao treinados. Estes valores reduziram (2HS) para niveis menores do que
0s observados antes do exercicio (Pré) alcancando 18% nos treinados e 39% nos
nao treinados(p=0,002)
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Figura 6. Quantidade de linfocitos circulantes. Valores da quantidade de linfécitos circulantes,
para os dois grupos estudados (treinado e nado treinado) nos momentos antes do exercicio (Pré), logo
apos o término do exercicio (P6s) e duas horas apés o exercicio (2HS).# = diferenca nos valores
medidos logo apés (Pés) ao exercicio em rela¢cdo ao momento antes do exercicio (Pré) (p<0,001) # #
= diferenca nos valores medidos duas horas (2HS) apds o término do exercicio em relacdo aos
valores antes do exercicio (Pré) e logo apds o exercicio (Pés) (p=0,002).
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Os valores referentes aos niveis de mondcitos circulantes encontram-se
representados na figura 7. Verificou-se um pico nos niveis de mondcitos circulantes,
imediatamente apos o término do treinamento (P6s) aumentando 22% em individuos
treinados e 23% nos ndo treinados, e estes valores foram maiores do que os

encontrados duas horas apos o exercicio (p=0,0003)
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Figura 7. Quantidade de mondcitos circulantes. Valores da quantidade de mondcitos circulantes,
para os dois grupos estudados (treinado e nao treinado) nos momentos antes do exercicio (Pré), logo
apos o término do exercicio (P6s) e duas horas apos o exercicio (2HS). # = diferenca nos valores
medidos logo apés em relacéo aos valores antes do exercicio (Pré) e duas horas apés o término do
exercicio (2HS) (p=0,0003).
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Na figura 8, tém-se os dados dos niveis de neutrofilos circulantes.
Inicialmente detectou-se uma maior média dos neutrofilos para o grupo néo treinado
(p=0,0041). Observou-se uma diferenca significativa entre o0s tempos, onde
encontramos um maior valor de neutrofilos logo apos o exercicio (Pés) quando
comparado a medida realizada antes do exercicio (Pré) (p=0,0020) representados
percentualmente por 21% no individuos treinados e 16% para os ndo treinados e
um pico de neutroéfilos circulantes 2 horas ap0s ao exercicio, 44% nos treinados e
49% nos nao treinados (p<0,0001) . Além disso, observou-se também uma diferenca
entre 0s grupos treinados e ndo treinados no momento duas horas apos o término
do exercicio (p = 0,0002). Encontramos um comportamento diferente ao longo do
tempo entre os grupos, sendo que o grupo treinado apresentou maiores valores
duas horas ap0s o exercicio (2HS) em relacdo a medida antes do exercicio (Pré) (p
= 0,0002) e para o grupo néo treinado os valores observados no momento 2HS foi

maior do que todos os outros momentos (p< 0,0001).
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Figura 8. Quantidade de neutréfilos circulantes. Valores da quantidade de neutréfilos circulantes,
para os dois grupos estudados (treinado e nado treinado) nos momentos antes do exercicio (Pré), logo
apos o término do exercicio (P6s) e duas horas apés o exercicio (2HS).# = diferenca nos valores
medidos logo apos (P3s) ao exercicio em relacdo ao momento antes do exercicio (Pré) (p=0,0020) #
# = diferenca nos valores medidos duas horas (2HS) apds o término do exercicio em relagdo aos
valores antes do exercicio (Pré) e logo apds o exercicio (P6s) (p<0,0001). a = diferenca no momento
duas horas (2HS) em relagdo ao antes do exercicio (Pré) no individuo treinado (p = 0,0002). b =
diferenca no momento duas horas em relacdo ao antes do exercicio (Pré) e logo ap0s ao exercicio
(P6s) nos individuos nao treinado (p< 0,0001).
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Na figura 9, tém-se os dados dos niveis de leucocitos circulantes. Observou-
se um aumento nas medidas realizadas ap0s e duas horas a sessao de treinamento
em relacdo ao pré exercicio, no qual encontramos respectivamente um aumento de
25% para os individuas treinados e 17% para 0s nao treinados e 17% nos treinados
e 22% nos nao treinados (p<0,0001). Verificou-se também no grupo nao treinado um
aumento dos niveis plasméaticos apds ao exercicio (p = 0,0030). J& para 0 grupo
treinado, observou-se um aumento somente logo apds o exercicio (p=0,0034). Tem-
se também uma maior média de leucdcitos circulantes para o grupo nao treinado
(p=0,0170)
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Figura 9. Quantidade de leucécitos circulantes. Valores da quantidade de leucdcitos circulantes,
para os dois grupos estudados (treinado e ndo treinado) nos momentos antes do exercicio (Pré), logo
apo6s o término do exercicio (Apos) e duas horas apés o exercicio (2HS). # = diferenga nos valores
medidos logo apos e duas horas apés o término do exercicio em relacdo aos valores antes do
exercicio (Pré) (p<0,0001). a = diferenca no momento logo apds (Pos) em relacdo ao antes do
exercicio (Pré) no individuo treinado (p=0,0034). b = diferenca no momento logo apés (Pés) e duas
horas (2HS) ao exercicio em relagdo ao antes do exercicio (Pré) nos individuos néo treinado (p =
0,0030).
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5.5- Expressédo génica em PBMCs

Os dados referentes a expressao génica em do biomarcador inflamatorio IL6,
encontram-se representados na figura 10. Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos treinado e ndo treinado, assim como nao encontramos

diferenca no decorrer do tempo.
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Figura 10. Expressdo Génica de IL6 em PBMCs. As medidas para IL6 nos dois grupos (treinado e
nao treinado), antes (Pré) e 2 horas apés o exercicio (2HS). Ndo foram observadas interacdes
estatisticamente significativas (p > 0,05).
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Na figura 11, tém-se os dados referentes a expressao génica do biomarcador
inflamatorio IL10. Assim como ocorreu com a IL6, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos treinado e ndo treinado e também n&o encontramos

diferenca ao longo do tempo.
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Figura 11. Expressédo génica de IL10 em PBMCs. As medidas para IL10 nos dois grupos (treinado
e ndo treinado), antes (Pré) e 2 horas apo6s o exercicio (2HS). Ndo foram observadas diferengas entre
0S grupos e entre os tempos.
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Os dados referentes a expressao génica do biomarcador inflamatério IL12,

encontram-se representados na figura 12. N&o foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos treinado e ndo treinado assim como ndo encontramos

diferenca no decorrer do tempo.
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Figura 12. Expresséao génica de IL12 em PBMCs. As medidas para IL12 nos dois grupos (treinado
e nao treinado), antes (Pré) e 2 horas apés o exercicio (2HS). Nao foram observadas diferencas entre
0s grupos e entre os tempos. Nao sendo observadas interacdes estatisticamente significativas (p >

0,05).

42



Para o biomarcador inflamatorio INFy, os dados encontram-se representados
na figura 13. Nao encontramos diferenca estatistica no comportamento deste

biomarcador.
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Figura 13. Expresséo génica de INFy em PBMCs. As medidas para IFNy nos dois grupos (treinado
e nao treinado), antes (Pré) e 2 horas ap0s o0 exercicio (2HS). Foi observada diferencas significativas
(p<0,05) entre 0os grupos nos momentos pré e 2HS (p > 0,05).
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Na figura 14, tém-se os dados referentes a expressao génica do mediador
regulatorio TGFp. Assim como aconteceu com o IFNy, ndo encontramos interacao
significativa entre os grupos no decorrer do tempo. Entretanto encontramos uma
diferenca significativa entre os dos dois grupos, sendo o0 grupo nao treinado maior do

que o grupo treinado (p=0,0083)
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Figura 14. Express8o Génica de TGFg em PBMCs. As medidas para TGFs nos dois grupos
(treinado e nao treinado), antes (Pré) e 2 horas apés o exercicio (2HS). * = média no grupo nao
treinado foi diferente da média do grupo treinado (p=0,0083).
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6 - DISCUSSAO

O exercicio fisico, mais especificamente o exercicio de forca, tem sido
associado aos danos nas fibras musculares e, essa relacdo, vem chamando atencgéo
nao sO nos esportes de alto rendimento, mas também na area de pesquisa basica e
aplicada, afim de entender como as adaptacdes ao treinamento de forca, parte
importante de qualquer programa de treinamento, poderiam melhorar o rendimento e
a recuperacao de atletas e também atuar para saude da populacdo (SMITH et al.,
2008; LASEVICIUS et al., 2018).

O remodelamento das fibras musculares esta diretamente relacionado com o
aumento da area de seccdao transversa do muasculo, ocasionando assim 0 aumento
do volume da mesma, o que chamamos de hipertrofia. (CORMIE, et al.,, 2011
CREWTHER et al., 2006). Estudos demonstram que a inflamac&o relacionada ao
treinamento fisico regular e sistematizado, constitui-se num processo benéfico e
necessario tanto para a regeneragdo quanto para o reparo tecidual (CHEUNG, et al.,
2003; SILVA e MACEDO, 2011).

No presente estudo buscou-se avaliar o perfil das células imunes circulantes e
a expressdo génica de mediadores inflamatérios em PBMC apds uma sessdo de
treinamento de forga, objetivando hipertrofia muscular esquelética, em individuos
treinados e nao treinados. Primeiramente, adotamos um protocolo de exercicio com
as variaveis do treinamento organizadas para o desenvolvimento de hipertrofia
muscular (BOMPA, 2012), pois espera-se que ao respeitar essas normativas, tenha-
se um nivel de esfor¢co que possa levar a ativacdo de processos relacionados com a
hipertrofia muscular, como o aumento nas concentragfes de lactato sanguineo e
desenvolvimento de micro lesGes nas fibras musculares, dentre outras, pois
esperava-se que ao respeitar essas normativas, tivéssemos alteracbes nas
respostas inflamatorias essenciais para 0 desenvolvimento da hipertrofia
muscular.(PEAKE, et al., 2017; WERNBOM et al., 2007; PHILIPPOU et al., 2012;
CHAZAUD, 2015).

No treinamento, a intensidade do esforco € uma das principais variaveis que
devem ser controladas, para se avaliar o protocolo de exercicio (SCHOENFELD et

al.,, 2017). Dentre os parametros que podem ser utilizados para avaliar a
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intensidade, aléem das medidas classicas de carga externa, destaca-se também a
concentracdo de lactato sanguineo e a PSE (STEELE et al.,, 2018). Em nosso
estudo, o protocolo de exercicio elevou os niveis de lactato sanguineo logo ap6s o
exercicio, indo de encontro com os estudos de (FERREIRA et al., 2007), assim como
a PSE poés exercicio, que alcancou um valor préximo ao maximo de esforco
percebido corroborando com os resultados de (STEELE et al., 2018). Desta forma
podemos confirmar que o protocolo proposto foi realmente de alta intensidade,
condicdo esta necessaria para que o classifigue como exercicio de forca, e que este
esteja relacionado com o desenvolvimento de hipertrofia muscular esquelética,
desde que seja realizado com uma frequéncia adequada para se alcancar este
objetivo (SCHOENFELD et al., 2017).

Estudos apontam que os exercicios de forca, provocariam microlesfes nas
fibras musculares, ocasionando liberacdo de proteinas, como a CK, na corrente
sanguinea (LAZARIM et al., 2009; CORMIE et al., 2011; CONCEICAO et al., 2012,
KOCH 2014). No presente estudo foi observada uma resposta aguda, aumentando a
atividade da CK logo ap6s o exercicio e mantendo esse nivel de atividade por duas
horas. Estudos como o de Lazarim et al.(2009) e de Koch (2014) mostraram que 0
extravasamento de CK para a corrente sanguinea, pode ser utilizado como
biomarcador indireto de dano muscular apés exercicio, muito utilizado no esporte de
alto rendimento como marcador de desgaste fisico em atleta e uma importante
variavel para andlise de recuperacdo dos mesmos, ja que o extravasamento da CK
estaria associado a ruptura da matriz extracelular, lamina basal e do sarcolema,
principalmente devido as a¢cdes mecanicas, que poderia impedir o acoplamento dos

mecanismos de excitacao-contracado e da sinalizacao de célcio.

Neste contexto, algumas fungbes do sistema imune sao alteradas
contribuindo para o processo de regeneracdao muscular (PHILIPPOU et al., 2012;
CHAZAUD, 2015). Com isso investigamos se o protocolo de exercicio utilizado no
presente estudo alterou os niveis dos leucdcitos na corrente sanguinea. O aumento
leucocitario observado logo ap0s o exercicio e persistente por 2 horas apos o
término do treinamento, em ambos 0s grupos avaliados, sugere que o exercicio de
forca proporcionou maior producdo e migracdo destas células da medula para a

corrente sanguinea, tanto para intensificar a inflamacdo quanto para atuar no
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processo de resolucdo, assumindo serem os participantes do estudo individuos sem

doenca aguda.

Nossos resultados também apresentaram uma maior média de leucoécitos em
individuos destreinados que estaria relacionada a uma resposta mais acentuada ao
estimulo de alta intensidade, o que pode ser observado também pela maior
concentracdo de lactato no sangue para o grupo destreinado. Acredita-se que as
adaptacdes ao treinamento possam levar a respostas menos acentuada ao
exercicio, sendo este carater refletido também na resposta imune destes individuos
(NOSAKA et al., 2001; PEAKE, et al., 2017).

Os neutréfilos constituem um grupo importante de leucocitos elevado durante
0s exercicios de alta intensidade. Uma de suas funcdes € realizar a fagocitose
durante o processo de remodelamento tecidual, produzir mediadores inflamatorios
sollveis e enzimas capazes de intensificar o dano tecidual local (TIDBALL et al.,
2010). Estudos mostram que pode ocorrer uma neutrofilia apés uma sessdo de
treinamento de alta intensidade (NATALE et al., 2003; MAYHEW et al., 2005, SILVA
et al., 2014; IHALAINEN et al., 2014), podendo permanecer elevada por volta de trés
horas apos o exercicio (MOOREN, et al., 2012). Este aumento dos neutrofilos se
justificaria também pelo comportamento observado na atividade da CK, biomarcador
indireto de lesdo muscular, justificando assim este aumento para que estas células

cumpram suas funcdes fagociticas.

Ao lado dos neutrofilos, os mondcitos também se configuram como leucocitos
primordiais tanto para a diferenciagdo celular em macrofagos teciduais, essenciais
na regeneracdo tecidual (ARNOLD et al., 2007), quanto para a produgédo de
mediadores inflamatdérios sistémicos e locais. Varios estudos mostram que apés um
exercicio de resisténcia pode-se observar uma monocitose, como resposta aguda a
este padrao de exercicio (MAYHEW et al., 2005; IHALAINEN et al., 2014; SZLEZAK
et al., 2015). Tal resposta também foi observada em nosso estudo, o qual

encontramos um aumento nos niveis plasmaticos destas células apds o exercicio.

Os leucadcitos também participam do processo de remodelamento tecidual e,
em exercicios predominantemente aerdbio, apresentam aumento plasmaticos ao
término do exercicio e 2 horas apoés linfopenia (KAKANIS et al., 2009). Embora as

caracteristicas do exercicio fisico do nosso estudo tenham sido de forca, e nao
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predominantemente aerdbio, encontramos resultados semelhantes para linfécitos, o
que sugere estarem relacionados ao dano as fibras musculares e ndo ao protocolo

de treinamento.

Apesar das diferengas observadas no perfil das células inflamatorias
estudadas, destaca-se que seus valores permaneceram dentro das margens de
referéncia de normalidade. Por se desconhecer a magnitude de uma resposta
inflamatéria capaz de caracteriza-la como benéfica ou prejudicial para as
adaptacdes ao treinamento, pode-se propor que além da sua importancia para a
homeostase e o desenvolvimento das adaptacbes ao treinamento, presenca e
persisténcia de sinais inflamatérios como dor, edema e eritema locais poderiam
prejudicar o desempenho de atletas. Por esta razdo este padrdo de inflamacao é
hoje, alvo de diversos estudos que tentam minimizar tais respostas (BAILEY, et al.,
2007).

Com o crescente interesse sobre a fungéo e o comportamento das respostas
inflamato6rias no processo de remodelamento tecidual torna-se necessario avaliar
esta resposta inflamatéria diretamente no musculo e, se possivel, em nivel
molecular. Porém, devido a resisténcia individual para se coletar bibdpsias
musculares em voluntarios, esta resposta inflamatéria molecular encontra viabilidade
nas células circulantes mononucleares de sangue periférico (PBMC). Connolly et al.
(2004), analisando a expressdao g@génica em PBMC, apés exercicio
predominantemente aerdbio em cicloergbmetro, observaram aumento na expressao
génica de citocinas tanto inflamatdrias quanto regulatoria. Ja Ulven et al. (2015)
realizaram um estudo, no qual foi analisado os niveis de citocinas no plasma e,
concomitantemente, a expressao génica de biomarcadores inflamatorios de PBMCs
em 10 homens saudaveis, que foram submetidos a um protocolo de treinamento em
um cicloergbmetro por 1 hora a 70% do VO2 max. Embora o protocolo de exercicio
realizado objetivou desenvolvimento da capacidade aerdbia, os pesquisadores
observaram um aumento na circulacdo periférica de IL6, IL10, apOs o exercicio, ndo

havendo diferenga na expresséo de IFN-y, TGFg , IL10 e IL6 nos PBMCs.

Alguns estudos também se preocuparam em verificar se o treinamento fisico
influencia a expressao génica de citocinas em PBMC. Capomaccio et al. (2011)

comparam a expressao de IL-6 e IL-6R em individuos treinados e de alto rendimento
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com dois grupos controles, sendo eles, individuos praticantes de exercicio fisico e
sedentarios. Estes autores encontraram uma maior expressao de IL-6 individuos
treinados, ndo observando alteracfes para a expressao de IL-6R, 24 horas apos a
Ultima sesséo de treinamento, Ja Zychowska et al. (2017) avaliaram a capacidade
anaerobia nos membros inferiores e superiores e a expressao de IL-6 e IL-10 em
leucocitos circulantes de ginastas antes e 8 semanas ap0s a aplicagdo de um
protocolo de treinamento com exercicios técnicos e de forca. O sangue para analise
foi coletado antes, 5 e 30 minutos apds o teste. A capacidade anaerdbia melhorou
com 8 semanas de treinamento, ndo havendo diferenca entre membros inferiores e
superiores, jA na expressao génica, a expressao de IL-10 aumentou 30 minutos
apos exercicios, enquanto a expressao de IL-6 diminuiu. No nosso estudo, nao
encontramos altercacdo nestes marcadores. Essa diferenca observada por estes
autores poderia ser explicada pela caracteristica da populacédo estudada, pois trata-
se de atletas/ginastas, o que poderia resultar em uma melhor capacidade de
recuperagdo quando comparada com a amostra utilizada em nosso estudo e uma

melhor resposta regulatoria.

Entretanto, em nosso estudo observamos, para o grupo treinado, uma menor
expressdo do TGFg nas PBMC. Durante a resposta inflamatéria produzida pela leséo
muscular, o TGFg possui dois papéis distintos: inicialmente age ativando neutréfilos
e monacitos, estimulando a resposta inflamatéria principalmente pela indugédo de
TNF nos mondcitos e atua, depois, de forma regulatéria para o processo de
regeneracao muscular (KIM e LEE, 2017). Varios estudos relatam que a inibicdo do
TGFp aumenta a regeneragdo muscular e a sua recuperacao apos o exercicio fisico
reduzindo os niveis de fatores relacionados as microlesdes (Nozaki et al., 2012;
Taniguti et al., 2011) Por outro lado, Gumucio et al. (2013) relataram que a inibigéo
TGFg junto com exercicios com ac¢des musculares excéntricas, apesar de levar a
uma rapida recuperacdo nos niveis de for¢a logo ap0s o exercicio, poderia também
provocar uma recuperacao estrutural das fibras musculares incompleta, reduzindo a
forca a longo prazo. Nossos achados podem indicar com isso um provavel efeito
adaptativo ao treinamento de forca que poderia estar relacionado com o ganho de

forca e a regeneracao muscular.

Ja Gjevestad et al. (2017) avaliaram os niveis de marcadores inflamatérios

antes e 1 hora apés sessao de treinamento de forca em PBMCs e musculo em
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individuos que ingeriram suplementos ricos em proteinas. Ao contrario dos
resultados encontrados por nds, onde ndo foi observada alteracdo estatistica
significativa dos marcadores inflamatorios, estes autores encontraram elevacdo da
citocina IL6 no musculo e elevacdo mais discreta na expressao génica em PBMCs.
Ja IL10 aumentou consideravelmente tanto no musculo quanto em PBMC, assim
como aumento dos niveis de IL6 no plasma sanguineo. Os autores acreditam que a
ingestdo de suplementos ricos em proteinas pode ter influenciado na expresséo
génica, principalmente de IL10, pois mostraram que a glutamina pode interferir

diretamente na expressao desse biomarcador apds exercicio de forca.

A diversidade de combina¢des dos parametros de treinamento (intensidade,
volume e etc) dificulta a comparacéo das respostas agudas ao esforgo, visto que a
alteracdo em um ou mais parametros leva a uma alteracdo grande nos objetivos do
exercicio e consequentemente das respostas fisioldgicas e mais estudos devem ser
desenvolvidos para entendermos melhor o comportamento destas respostas em
grupos com diferentes niveis de aptidao fisica. Apesar de observarmos aumento nos
biomarcadores de lesdo muscular, nas concentragbes de lactato no sangue, nos
niveis elevados de PSE e alteracdes no perfil das células inflamatérias estudadas,
tais alteracbes ndo impactaram na expressao dos biomarcadores inflamatorios
estudados em PBMC. Tal resultado também pode ter sido influenciado pelo
momento da coleta para andlise desta resposta. Como existem poucos estudos com

este objetivo sugere-se que outros momentos sejam investigados.
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7 CONCLUSAO

O protocolo de exercicio, seguindo as normativas de carga com objetivo de
hipertrofia muscular esquelética, em jovens treinados e ndo treinados, aumenta os
niveis de lactato sanguineo, a atividade da CK, sendo assim um protocolo de
exercicio de alta intensidade, ao qual gerou danos nas fibras musculares e
consequentemente aumentou os niveis dos leucdcitos circulantes em busca de uma
homeostase e no caso dos jovens treinados, reduz a expressao de TGF-b em
PBMC, sendo a reducdo desse biomarcador uma relacdo com a adaptacdo ao

treinamento.
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Anexo 2

PAR Q~
Physical Activity Readiness Questionnarie

Por favor, assinale “sim” ou “ndo” as seguintes perguntas:
1) Alguma vez seu médico disse que vocé possui algum problema de coracéo e
recomendou que vocé so praticasse atividade fisica sob prescricdo meédica?

0 sim O néo
2) Vocé sente dor no peito causada pela pratica de atividade fisica?

Osim 0Onéo
3) Vocé sentiu dor no peito no dltimo més? 0O sim 0O néo

4) Vocé tende a perder a consciéncia ou cair como resultado do treinamento?

0 sim O nao
5) Vocé tem algum problema ésseo ou muscular que poderia ser agravado com a
pratica de atividades fisicas?

Osim 0Onéo
6) Seu médico ja recomendou o0 uso de medicamentos para controle de sua
presséao arterial ou condi¢édo cardiovascular?

O0sim 0Onao
7) Vocé tem consciéncia, através de sua propria experiéncia e/ou de aconselhamento

médico, de alguma outra razdo fisica que impeca a realizacdo de atividades
fisicas?
O0sim 0Onao

Gostaria de comentar algum outro problema de saude seja de ordem fisica ou
psicoldgica que impeca a sua participacdo na atividade proposta?

Ouro Preto de de

Assinatura
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