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RESUMO

Os mondcitos sdo um grupo de células imunitéarias circulantes no
sangue, na medula dssea e no baco, constituindo cerca de 10% do total
de leucdcitos nos humanos. Quando emigram para algum tecido, essas
células se diferenciam em macrdéfagos e tem papel fundamental na
homeostase deste devido ao seu alto potencial reparador e angiogénico.
Os mondcitos tém sido colocados como fundamentais no processo de
reparo do musculo esquelético, um tecido com alta capacidade de
adaptacdo frente aos mais diversos estimulos impostos. Duas principais
subclasses de mondcitos sdo encontradas na circulacdo dos seres
humanos: as células CD14"°CD16,, denominadas de mondcitos
classicos, com maior predominancia, e as células CD14°CD16", em
menor proporcdo. Além das diferencas inerentes ao subtipo de
mondcitos, tem sido especulado que expressdo de proteinas envolvidas
na fagocitose, migracdo e diapedese poderiam estar envolvidas no
processo de reparo do musculo esquelético, influenciando a resolucdo da
inflamacdo causada por algum tipo de estimulo. Diante disso, este
estudo teve como objetivo observar o fenétipo e estado de ativacdo de
monacitos circulantes de individuos saudaveis expostos a um protocolo
de dano muscular induzido por exercicio excéntrico. Catorze individuos
participaram deste estudo, todos do sexo masculino, com idade de
24+3,6 anos, massa corporal de 72,3+£10,8 kg, estatura de 174+6,1 cm e
% de gordura de 23,8+2,7. Foram coletados 16 mL de sangue para
analises posteriores, ap0s esse procedimento foi realizado um teste de
forga isométrica maxima em um dinamémetro isocinético, composto de
3 tentativas com duragdo de 3-5 segundos e intervalo de 2 minutos, o
maior valor obtido em N.m™ foi retido como pico de torque. Apés esses
procedimentos, foi realizado o protocolo de dano muscular, que
consistiu em 3 séries de 20 repeticdes para flexores do cotovelo, apenas
a fase excéntrica, com intervalo de 2 minutos entre as séries, em
dinamdmetro isocinético a 45°.s™. As coletas de sangue e de forca se
seguiram por mais trés dias, constituindo 24 horas, 48 horas e 72 horas
ap6s o dano. Os dados foram analisados por ANOVA para medidas
repetidas e o nivel de significancia adotado foi 95% (p<0,05). Nos
momentos observados apds o protocolo de dano, 24h, 48h e 72h, pode-



se observar um decréscimo significante na capacidade de producédo de
torque em comparacdo ao basal (Basal=69,2+9,9; 24h=50,4+10,7;
48h=53,7+9,3 e 72h=54,5+9,5, em N-m™"). No entanto, a recuperagio da
funcionalidade muscular ndo foi uniforme, sendo que um grupo (n=7)
teve recuperacdo esperada 72h apds o dano (Basal=100%;
72h=89,7+6,4%), enquanto outro grupo (n=7) teve recuperacdo inferior
a 80% no momento 72h (Basal=100%; 72h=69,5+10,5%). Esses dois
grupos foram classificados como Rec >80% (n=7), com idade de
22,7£3,1 anos, massa corporal de 71,4+7 Kg, estatura de 173+5,1 cm e
% de gordura de 23,7+1,8. O outro grupo foi denominado Rec <80%
(n=7), idade 25,3%£3,7 anos, massa corporal 73,1+14,1 kg, estatura
17474 cm e % de gordura de 23,8+2,7. Ndo houve variagdo no
decorrer do tempo para a % de monécitos CD14"*CD16™ em ambos 0s
grupos, contudo, o grupo Rec >80% apresentou valores iniciais
significantemente maiores (p<0,05) que o grupo Rec <80% (Basal: Rec
<80%=95,9+1,6% vs. Rec >80%=90,2+5,4%). O contetdo da proteina
pa7"™ foi significantemente maior (p<0,01) no momento 24h em
comparacao ao basal no grupo Rec >80%. Houve diferenca significativa
no grupo Rec <80% nos momentos 48h e 72h quando comparados ao
momento 24h. Quando analisada a variagdo em percentual da expressdo
da p47""™ em comparagdo ao basal, pode-se observar uma variagao
negativa da expressdo no intervalo basal-24h no grupo Rec <80% em
comparacgdo com 0s outros intervalos (p<0,01), e também uma diferenca
entre 0s grupos no intervalo basal-24h (p<0,05). As concentracdes de
hidroperdxidos lipidicos foram significantemente maiores no momento
48h no grupo Rec >80% (p<0,05). Esses dados sugerem que uma menor
proporgdo de mondcitos CD14""CD16" juntamente com incremento
antecipado na expressdo de p47°"™ possam contribuir para o reparo mais
eficiente do musculo esquelético apds um dano induzido por exercicio
excéntrico.

Palavras-chave: Mondcito. Reparo tecidual. Mdsculo esquelético.
Exercicio excéntrico. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Monocytes are a group of immune cells circulating in the blood, bone
marrow and spleen, constituting around 10% of all leukocytes in
humans. When they migrate to some tissue are called macrophages and
plays a key role in the homeostasis of this due to its high repair capacity
and angiogenic potential. Monocytes have been placed as fundamental
in the skeletal muscle repair process, a tissue with high capacity of
adaptation in front to various stimuli. Two main subclasses of
monocytes are found in the circulation of humans: the CD14™"CD16"
cells called monocytes classic, with higher predominance, and the
CD14'CD16" cells, to a lesser extent. In addition to the inherent
differences in a subtype of monocytes, it has been speculated that
expression of proteins involved in phagocytosis, migration and
diapedesis could be involved in the skeletal muscle repair process,
influencing the resolution of inflammation caused by some kind of
damage. Thus, this study aimed to observe the phenotype and monocyte
activation state of healthy individuals exposed to muscle damage
induced by eccentric exercise protocol. Fourteen individuals participated
in this study, all male, aged 24+3.6 years, body mass 72.3+10.8 kg, the
height of 174+6.1 cm and % fat 23.8+2.7. Initially, 16 mL of blood was
collected for further analysis, after this procedure was carried out
maximal isometric strength test on an isokinetic dynamometer,
consisting of 3 attempts lasting 3-5 seconds with 2 minutes of rest; the
highest value obtained in N-m™ was retained as torque peak. After these
procedures, muscle damage protocol was performed which consisted of
three sets of 20 repetitions for the elbow flexors, just eccentric actions,
with 2 minutes of intervals between series using an isokinetic
dynamometer at 45°-s™". Blood samples and strength followed by three
more days, constituting 24 hours, 48 hours and 72 hours after injury.
Data were analyzed by ANOVA for repeated measures, and the
significance level was 95% (P <0.05). At the moments after the damage
protocol, 24h, 48h, and 72h, it was observed a significant decrease in
torque production capacity compared to baseline (Baseline=69.2+9.9;
24h=50.4£10.7; 48h=53.7+9.3 and 72h=54.5+9.5). However, the
recovery of muscle functionality was not uniform, and one group (n=7)



had expected recovery 72h after damage (Baseline=100%;
72h=89.7%6.4%) while another group (n=7) had less than 80% recovery
in time 72h (Baseline=100%; 72h=69.5+£10.5%). These two groups were
classified as Rec > 80% (n=7), aged 22.7+3.1 years, body mass 71.4+7
kg, height 173+5.1 cm and fat mass 23.7+1.8 %. The other group was
designated Rec < 80% (n=7), aged 25.3+3.7 years, body weight
73.1+14.1 kg, height 174+7.4 cm and fat mass 23.842.7 %. There was
no change over time in the % of monocytes CD14""CD16  in both
groups, however, the Rec >80% group had values significantly higher at
the baseline (p<0.05) than the Rec >80% group (Baseline: Rec <80% =
959+1,6% vs. Rec >80% = 90,2+54). pd7"™* expression was
significantly higher (p<0.01) when 24 compared to baseline in Rec
>80% group. Furthermore, there was a significant increase in the Rec
<80% group at the moments 48h and 72h when compared with the
moment 24h. When analyzed the variation in the percentage of p47°"
expression compared to baseline, it was observed a negative variation of
expression in a basal-24 range in Rec <80% group compared with the
other intervals (p<0.01), and also a difference between groups at
baseline-24 range (p<0.05). For products of oxidative stress, lipid
hydroperoxide concentrations were significantly higher at 48 hours in
Rec >80% group (p<0.05). These data suggest a lower proportion of
CD14'CD16" monocytes along with an anticipated increase in p47°"
expression may contribute to the more efficient skeletal muscle repair
after eccentric exercise muscle damage.

Key-words: Monocyte. Tissue repair. Skeletal muscle. Eccentric
exercise. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Sob condic@es ideais, o reparo do musculo esquelético ocorre
dentro de quatro condigdes inter-relacionadas e dependentes do tempo,
sdo elas: degeneracdo, inflamagdo, regeneracdo e reparo ou resolucao
(CAROSIO et al., 2011). Particularmente para esse tecido, a resolucdo
se da quando sua funcdo estd totalmente reestabelecida, ou seja, a
capacidade de produzir forca. Nesse cenario, 0s mondcitos formam uma
classe de células do sistema imunitario que tém sido apontados como
um contribuinte nesse processo, conduzindo processos desde a fase da
inflamacdo até o crescimento das células em reparo. (YONA; JUNG,
2010).

Duas principais subclasses de mondcitos sdo encontradas na
circulagdo dos seres humanos: as células CD14""CD16’, denominadas
de mondcitos classicos e as células CD14"CD16", em menor proporgio
(ZIEGLER-HEITBROCK, 2015). Nos altimos anos, 0s mondcitos tém
recebido substancial atencdo como células com alta capacidade
angiogénica e potencial reparador (SHANTSILA et al., 2012). Diversos
estudos tém observado as flutuagdes dos mondcitos apds uma sessdo de
exercicio ou de dano ao musculo esquelético. Os resultados séo
inconclusivos, podendo ser encontrado monocitose (SHANTSILA et al.,
2012), elevacdo seguida de queda (PAULSEN et al., 2005) ou mesmo
nenhuma variagdo (OKUTSU et al., 2008; SAXTON et al., 2003).

Danos ao tecido muscular resultam em lesdo de miofibrilas e
inicio da inflamacédo, que contribui para remover os debris celulares e
para a secrecdo de citocinas e fatores de crescimento que estimulam a
ativacdo de células satélites (PELOSI et al., 2007). Essas células
residem abaixo da lamina basal e ap6s um estresse nesse tecido sdo
ativadas, iniciando assim o0 processo de regeneracdo. Os
mondcitos/macréfagos contribuem para a proliferacdo de células
satélites, diferenciacdo em mioblastos, bem como o crescimento dos
miotubos. Dessa forma, a importancia dos monécitos para a regeneracdo
do tecido muscular tem sido evidenciada por diversos trabalhos,
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principalmente em modelo animal (ARNOLD, et al, 2007
MARTINEZ, et al., 2010; LU, et al., 2010).

A fagocitose é o processo pelo qual os monécitos/macréfagos
utilizam para remover os debris celulares. O complexo NADPH oxidase
(Nox) tem sido apontado como fator determinante para a fagocitose
nesse tipo de células (EI-BENNA, et al., 2009). Em recente revisdo,
Griffiths et al., (2014), sugeriram esse complexo como sendo
provavelmente a maior origem do anion radical superéxido (0,7) e
peroxido de hidrogénio (H,O;). A Nox tem como Unica funcdo a
producdo de espécies reativas de oxigénio e tem sido extensivamente
investigado em muitos tipos celulares, especialmente fagécitos (FU, et
al., 2014; JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011). O complexo Nox
desempenha um papel chave na defesa contra patdgenos pela geragéo do
anion superdxido e outras EROs. Concentragfes elevadas de EROs
podem causar dano nas moléculas em torno do tecido envolvido na
reacdo inflamatéria. Uma rigorosa regulacdo da Nox é necessaria para
evitar lesGes adicionais ao tecido em processo de reparo. Tem sido
proposto que a p47°™ uma subunidade que compde o complexo
NADPH oxidase, atua como reguladora da atividade da Nox, migrando
do citosol para a membrana plasmatica para ativar esse complexo (EL-
BENNA et al., 2009).

Arnold et al., (2007) observaram que duas ondas de mondcitos
migram para 0 musculo esquelético apds dano as miofibrilas. No
processo de reparo muscular, a infiltragdo de mondcitos é mediada por
diversos componentes envolvidos na marginalizagdo, rolamento e
diapedese; a integrina CD11b parece atuar ativamente nesses eventos. A
integrina CD11b faz parte de uma familia de quatro membros das
integrinas 2. Ela ¢ expressa na superficie de neutrofilos, monocitos,
macréfagos e células NK (natural killers) (LUO; CARMAN;
SPRINGER, 2007).

O aumento da geracdo de EROs parece ser uma resposta
comum em células expostas ao estresse, assim, é especulado que a
regulacdo redox pode representar um importante sistema de segundo
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mensageiro que estad envolvido na cascata de sinalizacdo da célula
exposta ao estresse (JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011). Tem sido
proposto que as EROs sdo necessarias para a capacidade de producdo de
forca no musculo esquelético (REID; KHAWLI; MOODY, 1993). As
EROs tém sido apontadas como atuantes na modulagdo de citocinas,
fatores de crescimento, transporte de ions, apoptose, liberacdo e acéo de
hormoénios, transcricdo e neuromodulacdo, aumento ou diminui¢do da
proliferacdo celular, inducdo de morte por apoptose e alteracdo da
fungdo imunitaria (DROGE, 2002; JACKSON et al., 2002; LANDER,
1997).

Dentre os diversos tipos de exercicios utilizados para promover
dano ao musculo esquelético, destacam-se as ac¢fes musculares
excéntricas, caracterizadas pela produgdo de forg¢a enquanto o musculo
esta sendo alongado. Tem sido mostrado que contragdes excéntricas
resultam em maiores danos morfolégicos e funcionais em musculos
esqueléticos humanos quando comparado a contragcdes concéntricas ou
isométricas (NEWHAM, et al., 1983; MALM et al., 2004). O prejuizo
funcional — por exemplo, reducdo na capacidade de geracdo de forca — é
imediato, prolongado e talvez o mais importante sintoma de dano
muscular. A mensuragao da funcdo muscular pode prover o mais efetivo
meio indireto de avaliagdo da magnitude e o time course do dano
resultado das acgGes musculares excéntricas (PAULSEN, 2012;
PROSKE & MORGAN, 2001).

A vista disso, compreender os fenémenos envolvendo a
contagem, ativacdo e fenotipo de mondcitos e a produgdo de EROs,
considerando a producao de forca apds um dano induzido por exercicio
excéntrico é fundamental para o entendimento dos eventos que
transcorrem durante o processo de reparo nesse tipo de tecido para as
ciéncias fisiologicas.



32

2 REFERENCIAL TEORICO

Nessa revisdo da bibliografia, serdo descritos 0s eventos
relacionados com o dano e o reparo do musculo esquelético frente as
condi¢des impostas. As células do sistema imunitario e as suas funcdes
no reparo desse tecido serdo abordadas, com maior foco para os
mondcitos. Estas células tém sido colocadas como determinantes para o
reparo muscular e no texto a seguir, a sua génese, estrutura e funcéo
serdo descritas em detalhes.

Também serd abordada a producdo e atuacdo de espécies
reativas de oxigénio nos eventos que sucedem o dano muscular. Os
produtos gerados por essas moléculas serdo discutidos e qual a sua
fungdo em sistemas bioldgicos. O mdsculo estriado esquelético sera
colocado como tecido sujeito as demandas ambientais e a sua fungédo
serd destacada para obter conhecimento de qudo avancado estd o
processo de reparo.

Dentre esses topicos, essa revisao busca colocar em pauta o que
é de conhecimento da ciéncia nesse importante processo da fisiologia
dos sistemas e também em alguns casos de patologias neuromusculares
e/ou imunoldgicas.

2.1 0 SISTEMA IMUNITARIO E O REPARO TECIDUAL

Em um organismo saudavel, o sistema imunoldgico inato serve
como primeira linha de defesa contra sinais de perigo sejam eles
internos ou externos. A sua forma de trabalho € iniciando uma resposta
inflamatdria protetora que desenvolve durante o tempo através de
diferentes fases, da iniciacdo e ao auge da inflamagé&o, até a resolucéo e
reestabelecimento da integridade do tecido (ITALIANI; BORASCHI,
2014).

O estresse celular é induzido por um rompimento do ambiente
local 6timo para a sobrevivéncia da célula. A célula reage ao estresse de
diversas formas, primeiramente através de mecanismos de sinalizacéo
intracelulares especificos que tentam diminuir o dano e manter ou
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reestabelecer a homeostase, esse fendmeno é conhecido como resposta
ao estresse celular (JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011). Apos a célula
ou tecido serem expostas ao estresse, da-se inicio a regeneracao
tecidual. Esta, por sua vez, é um conservado processo evolucionario no
qual a interacdo entre células inflamatdrias infiltradas e células
residentes deve ser rigidamente coordenada para que a funcionalidade e
homeostase do tecido sejam recuperadas (KHARRAZ et al., 2013).

Quando um tecido €é exposto & situa¢do de estresse, varios tipos
de células do sistema imunitario se envolvem para reestabelecer a
homeostase. Primeiramente, hd uma grande infiltracdo de neutréfilos e
mondcitos, estes com posterior conversdo para macrofagos. Esses
primeiros eventos tém o objetivo de reestabelecer um ambiente 6timo
para a célula, removendo debris celulares e patégenos eventualmente.
H& também a participagdo de células T, basofilos e eosinofilos, no
entanto, a participacdo dessas células é tecido-especifica, ndo podendo
ser aplicada em todos os casos. Ainda, 0 processo de reparo tecidual
envolve a producdo de eicosandides, citocinas, quimiocinas,
proliferacdo e diferenciacdo de células, e é rigorosamente coordenado
para que a funcionalidade do tecido seja reestabelecida.

2.2 0S MONOCITOS E O REPARO DO TECIDO MUSCULAR

Sob condicGes ideais, o reparo do musculo esquelético ocorre
dentro de quatro condicGes inter-relacionadas e em fase tempo-
dependentes, séo elas: degeneracdo, inflamacéo, regeneracéo e reparo ou
resolucdo (CAROSIO et al., 2011). Particularmente para o tecido
muscular esquelético, a resolucdo se da quando sua funcdo esta
totalmente reestabelecida, ou seja, a capacidade de produzir forca. Nesse
cendrio, os mondcitos constituem uma classe de células do sistema
imunitario que tém sido apontados como contribuintes em todas as
fases, participando de processos desde a inflamagdo até o crescimento
das células em reparo.

Os mondcitos caracterizam-se como um grupo de células
imunitarias circulantes no sangue, presentes também na medula dssea e
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no bago, constituindo cerca de 10% do total de leucdcitos nos humanos.
As suas caracteristicas morfologicas sdo: formato celular irregular,
nucleo oval ou no formato de rins, vesiculas citoplasmatica e alta taxa
citoplasma-nicleo. Podem permanecer na circulagdo em torno de 1 a 3
dias, apos esse tempo, se ndo forem recrutados para um tecido por um
sinal de perigo, entram em processo de apoptose e sdo removidos
(YONA; JUNG, 2010).

Os mondcitos sdo importantes elementos da defesa imunoldgica
porque podem fagocitar materiais estranhos, apresentar antigenos para
células T e produzir diversas citocinas, incluindo o TNF-a, IL-1p e IL-6
(do inglés, tumor growth factor alfa, interleucina 1 beta e interleucina 6,
respectivamente). As células da linhagem monocitica derivam das
células tronco mielomonociticas da medula éssea. Elas maturam para
monacitos e, como tais, migram para o fluxo sanguineo com posterior
migracdo para os tecidos. Os mondcitos sdo originados na medula 6ssea
de células tronco hematopoiéticas (HSCs, do inglés hematopoietic stem
cells) e se desenvolvem através de uma série de estagios sequenciais de
diferenciacdo: o progenitor mieléide comum (GMP, do inglés
granulocyte-macrophage progenitor) que é compartilhado com
granuldcitos, o precursor comum de células dendriticas e macréfagos
(MDP, do inglés macrophage and dentritic cell precursor) e finalmente
0 progenitor de mondcito cometido (cMoP, do inglés committed
monocyte progenitor). Como podem ser observados na figura 1, eles
migram para a circulacdo como pré-monacitos e 14, diferenciam-se em
mondcitos. Essa classe celular tem sido considerada como um
reservatorio sistémico de precursores mieldides para renovacdo dos
macrofagos nos tecidos (ITALIANI; BORASCHI, 2014). Nos tecidos,
essas células agora diferenciadas em macréfagos, sdo fenotipicamente e
funcionalmente distintas, como os macréfagos alveolares nos pulmdes,
osteoclastos nos o0ssos, células de Kupffer no figado, ou micrdglia no
sistema nervoso central (BELGE et al., 2002).
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Figura 1 — desenvolvimento dos mondcitos na medula éssea e emigracao
para a circulagdo. Células-tronco hematopoiéticas (HSC, do inglés
hematopoietic stem cells) diferenciam-se em mondcitos através de multiplos
estadgios. Da unidade formadora de col6nia de macrdfagos/granulécitos
(GM-CFU, do inglés granulocyte-macrophage colony forming unity) para
unidade formadora de colbnia de mondcitos (M-CFU, do inglés monocyte
colony forming unity) para monoblastos e entdo prd-mondcitos. Adaptado
de Lee et al., (2013).

O controle homeostatico do desenvolvimento dos mondcitos é
exercido principalmente pelo fator estimulador de colénia 1 (CSF-1, do
inglés colony stimulating factor), também conhecido como M-CSF (do
inglés, monocytes colony stimulating fator), produzido pelas células
estromais. Fagécitos mononucleares maduros por sua vez expressam
receptores CSF-1 (CSF-1R, do inglés colony stimulating fator-1
receptors) e removem CSF-1 circulantes, permitindo um feedback
negativo para a proliferacdo de monécitos. O fator estimulador de
coldnia de macrofagos e granulécitos (GM-CSF, do inglés granulocyte-
monocyte colony stimulating factor) é outro fator envolvido no
desenvolvimento de fag6citos mononucleares, mas apenas durante uma
situacdo de inflamacéo e ndo sob condi¢cGes homeostaticas (ITALIANI;
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BORASCHI, 2014). Diversas evidéncias experimentais indicam que
mondcitos recrutados sdo efetores inatos da resposta inflamatoria para
microbios, matando patégenos via fagocitose e producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), éxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide),
e citocinas inflamatorias ( LU et al., 2011; SERBINA et al., 2008).

Duas principais subclasses de mondcitos sdo encontradas na
circulagio dos seres humanos: as células CD14"*CD16", denominadas
de mondcitos classicos, com maior predominancia e maior expressao de
IL-1B e TNF-0, e as células CD14"CD16", em menor proporgao e maior
expressdo de TGF-1p (do inglés, transforming growth fator 1) e IL-10
(ZIEGLER-HEITBROCK, 2015). Nos altimos anos, 0s mondcitos tém
recebido substancial atencdo como células com alta capacidade de
sintese e secrecdo de fatores angiogénicos e potencial reparador
(SHANTSILA et al., 2012). A infiltracdo de mondcitos e conversdo para
macréfagos é necessaria para conduzir os beneficios da inflamagéo e
ativar células desse ambiente (linfocitos T, células satélite, mioblastos,
células endoteliais e seus progenitores) para suportar a regeneracdo
muscular (PILLON et al., 2013).

Diversos estudos tém observado as flutuagbes dos mondcitos
ap6s uma sessdo de exercicio ou de dano ao musculo esquelético. Os
resultados sdo inconclusivos, podendo ser encontrado monocitose 15
minutos e 1 hora ap6s uma sessdo de corrida, quando comparado ao
basal (SHANTSILA et al., 2012) ou mesmo nenhuma variagdo
(OKUTSU et al., 2008). Estudos com dano local e menor impacto
sisttmico, como exercicio resistido utilizando apenas um grupo
muscular, também tém resultados contraditérios. Em modelo de dano
com exercicio excéntrico utilizando quadriceps ndo foram encontradas
diferencas nas concentracfes de mondcitos pré e pés-dano (SAXTON et
al., 2003). Ja outro modelo, utilizando 0 mesmo musculo e 0 mesmo
tipo de contracdo, pdde-se observar aumento de mondcitos apds o
protocolo com posterior queda, abaixo dos niveis basais (PAULSEN, et
al., 2005). Essas diferencas de comportamento podem ser explicadas
pela intensidade do protocolo e consequentemente, magnitude do dano,
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ja que o primeiro estudo utilizou 2 séries de 25 repeticdes, totalizando
50 agdes musculares e o segundo estudo utilizou 300 repeticdes.

Danos ao tecido muscular resultam em lesdo de miofibrilas e
ativacdo da inflamacdo. Isso contribui para a remogdo dos debris
celulares e também para a secre¢do de varias citocinas e fatores de
crescimento que estimulam a ativacdo de células satélites (PELOSI et
al., 2007). Os mondcitos contribuem para a proliferacdo e diferenciacdo
de mioblastos, bem como o crescimento de miotubos. Destando, dessa
forma, a importancia dos monécitos para a regeneragcdo do tecido
muscular (ARNOLD et al., 2007; MARTINEZ et al., 2010; LU et al.,
2010). Os macrofagos residentes no masculo esquelético, derivados de
monocitos, sdo conhecidos por manter a homeostase do tecido e
exercem importante funcdo no processo de fagocitose dos debris
celulares, inducdo da inflamacdo, secrecdo de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento; todos com objetivo de reparar e restabelecer a
funcdo muscular apés o dano. A regeneracdo do misculo esquelético em
adultos resulta da ativacdo de células satélites localizadas abaixo da
lamina basal e que séo ativadas apds um estresse nesse tecido. Depois de
ativadas, passam a serem chamadas de células precursoras miogénicas
(MPC, do inglés myogenic precursor cells), sofrendo processos de
proliferacio e fusdo, conduzindo ao reestabelecimento da
funcionalidade muscular (CHAZAUD et al., 2003).

Quantidades consideraveis de macréfagos residem no musculo,
em um compartimento entre o0 epimisio e o perimisio, chamado de
fascia. Acreditava-se que o processo inflamatdrio e a regeneragdo do
musculo se davam apenas por ativagdo destas células. Contudo, quando
0 recrutamento de mondcitos do sangue para 0 musculo é diminuido,
por inibicdo da integrina CD11b, o processo de reparo ndo ocorre,
indicando assim, a importancia desse tipo de célula na regeneracdo
muscular (CHAZAUD et al., 2009). Experimentos conduzidos por
Arnold et al., (2007) em camundongos, mostraram que a deplegdo in
vivo de mondcitos circulantes no momento da lesdo impede totalmente a
regeneracdo muscular, enquanto a deplecdo mais tardia diminui o
didmetro das fibras regeneradas. A inflamacéo tem papel fundamental
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no reparo tecidual e para que esse quadro se caracterize, a migracdo e
infiltracdo de mondcitos sdo essenciais. Os mecanismos que medeiam
todo esse processo sdo complexos, eles envolvem a liberacdo de
citocinas, padrdes moleculares associados ao dano (DAMP’s, do inglés
damage associated molecular pattern) e quimiocinas por células
musculares e macrdfagos residentes para atrair monocitos para a area de
inflamacdo (KHARRAZ et al., 2013). Apos a infiltracdo de mondcitos,
0 seu estado de ativacdo e o ambiente muscular vai determinar quais
citocinas serdo secretadas, 0 que por sua vez, determina em que estagio
do reparo esse tecido estd (RIGAMONTI et al., 2014).

Os mondcitos circulam livremente no sangue até que algum
sinal estimule-os a migrar para um tecido. Nas vénulas pds-capilar do
local da inflamacéo, varia¢cbes hemodindmicas resultam em reducéo do
fluxo sanguineo. Essa redugdo aumenta a probabilidade dos leucécitos
fazerem contato com células endoteliais dos vasos. As chances de
contato também aumentam pela expressdo de moléculas de adesdo na
superficie de células endoteliais induzida pela resposta inflamatéria
(MULLER, 2013). O processo de retirada de uma célula imunitaria da
circulagdo e introdugdo desta no tecido inflamado é complexo,
altamente orquestrado e com diversas etapas. A figura 2 resume esses
eventos desde a captura até a completa migracao da célula.



39

Monocitos
classicos Rolamento Extravasamento

Endotélio Endotélio
Inflamado

em repouso

Célula O QJ0

normal ;
Tecido normal Tecido inflamado

Figura 2 — passos sequenciais da emigracdo de leucocitos da circulagdo
evidenciando a interagdo de moléculas especificas nos leucocitos e nas
células endoteliais. Adaptado de Lee et al., (2013).

O primeiro passo, chamado marginalizacdo, constitui na
retirada dos leucdcitos da circulagdo e tem como efetores principais as
selectinas. No entanto, esse ligante promove uma fraca aderéncia entre
as células do sistema imunitério e as células endoteliais. Em seguida,
inicia-se o processo de rolling, cuja principal finalidade é deixar os
leucocitos em contato com o endotélio para que sejam ativados por
guimiocinas secretadas pelo tecido inflamado. O contato das
guimiocinas com os receptores de quimiocinas (geralmente por meio de
receptores acoplados & proteina G) nos leucdcitos ativa uma cascata de
sinalizacdo no interior dessa célula, ativando, assim, as integrinas
leucocitarias (LEY, 2007). As integrinas sdo uma familia de receptores
de adesdo existentes no estado quiescente em uma conformacao inativa.
Anticorpos bloqueadores da funcdo das integrinas, ou mutacGes
genéticas inibidoras da expressao dessas proteinas, ndo tém repercussoes
no rolamento. No entanto, o processo de adesdo fica muito
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comprometido. A ativacdo das integrinas resulta em uma alteracdo
conformacional a qual favorece a ligagdo com seus ligantes (MULLER,
2013).

A integrina CD11b faz parte de uma familia de quatro membros
das integrinas [3,. Ela é expressa na superficie de neutréfilos, mondcitos,
macrofagos e células NK (do inglés, natural killers) (LUO; CARMAN;
SPRINGER, 2007). A CD11b medeia a fagocitose de superficies
opsonizadas e a aderéncia no endotélio vascular (PIZZA et al., 1996).
No processo de reparo muscular, a infiltracdo de mondcitos é muito
importante e a integrina CD11b parece atuar ativamente nesses eventos.
Apos a injecdo de uma toxina que provoca dano as miofibrilas, Arnold
et al., (2007) observaram que duas ondas de mondcitos migram para o
musculo esquelético. Dados experimentais mostram que quando a
integrina CD11b é inibida, o recrutamento de mondcitos para o tecido
muscular é prejudicado, resultando em retardo no processo de reparo
(CHAZAUD et al., 2009). Esses dados nos mostram a importancia desta
integrina na funcdo de adeséo e migracéo para o local da leséo.

Arnold et al., (2007) demonstraram que 90 minutos apds a
injecdo de Notexina (uma droga que induz o processo de
necrose/regeneracdo no muisculo) no tibial anterior de camundongos,
inicia-se uma infiltracdo de mondcitos nesse tecido. Essa infiltracdo é
constatada pelo aumento de monécitos/macréfagos no tecido por
andlises histoldgicas, visto que no tecido sadio encontra-se em torno de
200 células/mg de masculo e que 90 minutos ap6s ha um aumento de
25% na contagem dessas células. Nesse mesmo estudo, foi possivel
observar dois picos de infiltragdo de mondcitos, um 2 dias apds a
injecdo da toxina e outro entre 4-7 dias apds, correlacionando com o
periodo de maior proliferacdo de células miogénicas.

Em outro estudo com modelo de lesdo muscular induzida por
toxina, camundongos deficientes para o receptor C-C tipo 2 (CCR-2),
um receptor da proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1, do
inglés monocytes chemoattractant protein), tém a infiltracdo de
mondcitos gravemente prejudicada (enquanto a migracao de neutréfilos
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e linfocitos é normal) o que resulta em interrupcdo da angiogénese e
regeneracdo do masculo, acdmulo de tecido fibroso e gotas de gordura
no local do dano muscular induzido pela toxina (MARTINEZ et al.,
2010). Utilizando-se da abordagem de quimioatragdo, Chazaud et al.
(2003) demonstraram que células precursoras miogénicas sintetizam e
secretam altas concentragBes de quimiocinas, tais como a quimiocina
derivada de macréfagos (MDC, do inglés macrophage derived
chemokin), MCP-1e fator de crescimento vasoendotelial (VEGF, do
inglés vascular endothelial growth factor), nas fases iniciais da
diferenciacdo, declinando progressivamente até atingir niveis similares
ao de outros tipos celulares nas fases tardias da diferenciagdo em
miotubos multinucleados. Ainda sobre a sintese e secrecdo de
quimiocinas por células musculares, foi observado em modelo in vitro
gue o blogueio da sintese de MCP-1, MDC e outras quimiocinas
derivadas do musculo, resultam em reducdo da infiltragdo de leucécitos
e atraso no processo de reparo (BARASH et al., 2004).

Em estudo realizado por Lu et al. (2011) mostrou a participacdo
dos monécitos/macréfagos na resolucdo da inflamacédo, crescimento e
arquitetura das fibras musculares. Nesse estudo, foi utilizado BaCl, para
promover dano ao musculo de camundongos e a capacidade de reparo
das fibras foi observada em animais com déficit de MCP-1, a principal
guimiocina envolvida no recrutamento de mondcitos. Foi possivel
observar que esses animais demonstraram baixa inflamacéo no terceiro
dia ap6s a injecdo e presenca consideravel de fibras necroticas 7 dias
apos a aplicacdo de BaCl,. Os autores também observaram que embora
as éareas lesionadas fossem totalmente preenchidas com fibras
regeneradas centro-nucleadas, o tamanho das mesmas era
significantemente menor. A explicacdo dada para esse fendmeno foi a
menor sintese e secrecdo de IGF-1, do inglés insulin growth-factor 1,
gue ja se sabe ser produzido por mondcitos/macréfagos e tem o poder de
estimular o crescimento dos midcitos e aceleracdo da resolucdo da
inflamacéo (PELOSI et al., 2007).

A participacdo dos macr6fagos no reparo do tecido muscular é
sintetizada na figura 3. Nesta podem ser encontrados macréfagos M1
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que tem como principal funcdo a fagocitose de debris celulares, células
necroticas e apoptdticas, além de secretar citocinas pré-inflamatdrias
que tem efeito na ativagdo e proliferacdo de células satélites. Os
macréfagos com polaridade M2 atuam na fase de reparo do tecido,
secretando citocinas como IL-10, TGF-B, IGF-1, que tem acdo na
diferenciacgdo e crescimento de midcitos (RIGAMONTI et al., 2014).
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Figura 3 — Atuacdo dos macro6fagos M1 e M2 e as citocinas por eles
secretadas nos diferentes estagios do reparo do tecido muscular esquelético.
Adaptado de Rigamonti et al., (2014).

Os mondécitos classicos (CD14°"CD16) e os macrofagos,
principalmente com polarizagdo M1 ou pro-inflamatérios, produzem
grandes quantidades de EROs. A producdo de EROs por essas células
ocorre pela ativagdo do complexo enzimatico NADPH oxidase (Nox)
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(FU et al., 2014). A producdo de EROs é inerente a atividade dessas
células e tem grande impacto em diversos processos celulares, como
sinalizacdo celular, apoptose, producdo de mediadores inflamatorios,
entre outros.

2.2.1 O sistema NADPH oxidase

Oxidoredutases catalisam a transferéncia de elétrons do redutor
(elétron doador) para o oxidante (elétron receptor). Em organismos
aerobios, essas reagcOes quimicas estdo sempre associadas com a
formagdo do anion superéxido (O;"). Varias oxidoredutases tém sido
identificadas como potenciais origens de superéxidos em células de
mamiferos, entre elas estdo a cicloxigenase, lipoxigenase, oxido nitrico
sintase, xantina oxidase, NADH mitocondrial e NADPH oxidase. A
NADPH oxidase (Nox) se diferencia das outras enzimas produtoras de
EROs porque ela é uma produtora “profissional” de EROs, onde as
outras enzimas produzem EROs apenas como sub-produtos juntamente
com suas vias cataliticas especificas, como por exemplo a geracdo de
radicais livres na cadeia de transferéncia de elétrons das mitocéndrias
(JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011).

Em recente revisdo, Griffiths et al., (2014), sugeriram que
provavelmente a origem mais importante anion radical superéxido (O,")
e peroxido de hidrogénio (H,0,) é a Nox. O complexo NADPH oxidase
tem como Unica funcdo a producédo de espécies reativas de oxigénio e
tem sido extensivamente investigado em muitos tipos celulares,
especialmente fagocitos (FU et al., 2014; JIANG; ZHANG; DUSTING,
2011).

O complexo Nox desempenha um papel chave na defesa contra
patégenos pela geracdo do anion superoxido e outras EROs.
Concentracdes elevadas de EROs podem causar dano nas moléculas em
torno do tecido envolvido na reacdo inflamatéria. Uma rigorosa
regulacdo da Nox é necesséria para evitar danos adicionais ao tecido.
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NADPH oxidase & um complexo enzimético com vérias subunidades
presente na vesicula e membrana plasmatica de leucdcitos, reticulo
sarcoplasmético de células musculares, entre outros. Duas subunidades
transmembranas, gp91phox e p22phox, formam o flavocitocromo bh558,
0 nucleo catalitico do complexo. Esse heterodimero cataliza e transfere
elétrons do NADPH citosdlico para a molécula de oxigénio, gerando
assim o anion superéxido (O,"). Flavocitocromo b558 é regulado pela
associacdo com as subunidades p47°"™, p67°"* e p40P" juntamente
com a pequena GTPase Rac. Essas subunidades regulatérias (figura 4)
estdo presentes no citosol das células em repouso e translocam para o
nacleo catalitico apds a estimulagdo (GARDINER et al., 2013).
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Figura 4 — Representacdo esquematica do complexo NADPH oxidase.
Oxidacio de NADPH a NADP* + H* com redugio do O, a O,", reacio
catalisada pela NADPH oxidase. Adaptado de Gardiner, et al., (2013).

Devido a presenca de varios sitios independentes de
fosforilacdo entre outras caracteristicas, a p47°"* é considerada um dos
principais reguladores da atividade da NADPH oxidase, modulando
assim a producdo de EROs principalmente em células de linhagens
fagociticas (EL-BENNA et al., 2009).
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2.2.1.1 pa7""™>

A p47°"* é uma proteina composta de 390 aminoacidos com
massa molecular de 44,7 kDa (LOMAX et al., 1989). A sequencia de
aminoécidos N-terminal da p47°" tem um dominio PX (do inglés, phox
homology) entre os aminoacidos 4 a 121. Os amino&cidos da regido
mediana da p47°"™* também contém dois dominios SH3 (aminoacidos
159-214, dominio SH3A, aminoacidos 229-248, dominio SH3B). Sua
sequencia carboxi-terminal tem uma carga basica e é rica em residuos de
serina e arginina, com pelo menos uma regido rica em prolina (PRR)
(EL-BENNA et al., 2009).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura molecular da proteina
p47°"* Adaptado de EL-BENNA et al., (2009).

No estado de repouso, os dois dominios SH3 da p47phox
interagem intramolecularmente com a regido C-terminal da proteina ndo
fosforilada para manter a p47""* em um estado auto inibido. Por essa
razdo, a regido C-terminal é conhecida como regido auto inibitéria (EL-
BENNA et al.,, 2009). No que diz respeito ao papel dos sitios de
fosforilagio da p47°™* na ativagio da Nox, resultados obtidos de
mutagBes combinadas de todas as serinas fosforiladas (Ser315, Ser 320,
Ser328, Ser345, Ser348, Ser359, Ser370 e Ser379) demonstraram que a
fosforilacdo da p47°™ é absolutamente necesséria para a ativacdo da
Nox. Mutagdes individuais de cada serina mostraram que apenas a
mutacdo da serina 379 para alanina inibiu completamente a ativacdo da
Nox, enquanto mutacdo apenas da serina 303, ou da 304, 328, 359 ou
370 para alanina inibiram quase 50% da ativacdo deste complexo.
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Ainda, mutacdo da serina 315 ou 320 ou 348 para alanina ndo
demonstraram efeito (FAUST et al., 1995).

Quando a célula estd em repouso, quase 100% da p47°"
localizam-se desacoplada da Nox no citosol ou em um complexo
equimolar contendo  p67°™* e p40”™™  Durante  ativagdo,
aproximadamente 10-20% dessas proteinas migram para a membrana
plasmatica e 80-90% da p47°"* permanecem no citosol. A p47""™ é a
subunidade responsavel por transportar todo o complexo citosolico
(p47""*-p67°"*-p40°" ) para o local de ancoragem — citocromo b558
(gp91P"*/NOX2 e p22”™™) — durante a ativacio da NADPH oxidase
(EL-BENNA et al., 2009).

A p4a7"™ com seus diferentes dominios e varios sitios de
fosforilacdo, é o principal regulador da ativacdo da Nox, por organizar o
complexo (EL-BENNA et al., 2009). Isso a torna uma interessante
ferramenta de estudo quando a atividade da Nox precisa ser avaliada.

2.2.2 Espécies reativas de oxigénio oriundas da Nox

Os atomos possuem elétrons que geralmente sdo distribuidos
em pares. Cada par se move em um espago definido em torno do ndcleo,
chamado de orbital atbmico. Se um atomo/molécula contém um ou mais
elétrons desemparelhados e é capaz de existir independentemente, ele é
chamado de “radical livre” (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). E
importante notar que o termo EROs é um termo genérico que ndo se
refere apenas aos radicais livres com elétrons desemparelhados, mas
também para os derivados do oxigénio como, por exemplo, o perdxido
de hidrogénio (H,0,).

As EROs sédo formadas por diversas vias de oxidagdo/reducéo a
partir do O,. Cada intermediério tem suas propriedades, efeitos e
caracteristicas, que multiplicam a complexidade dos estudos nessa area.
Na figura 6 é possivel observar a cinética de eventos a partir do O, e a
formagcéo de radicais livres intermediarios.
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Figura 6 — Reducdo completa do O, a H,O com geracédo de radicais livres
intermediarios, Adaptado de HALLIWELL (1994).

O anion radical superdéxido (O,7) é formado como um
intermediario em reagGes bioquimicas com o O,. Negativamente
carregado, ele possui pouca permeabilidade na membrana plasmatica e
meia-vida relativamente longa quando comparado com outros radicais
livres (HALLIWELL, 1994). A dismutacdo do superdxido pode ser
realizada pela enzima superéxido dismutase (SOD), que € a principal via
de producdo do H,O,, conforme a reacdo demonstrada na figura 7.

02.- + 02.-+ 2H+ &) HzOz 5 02

Figura 7 — dismutacdo do anion radical superdxido pela superdxido
dismutase (SOD). Adaptado de HALLIWELL (1994).

O H,0, ndo é um radical livre, mas é um intermediario de
reacdes que ocorrem com o O, O perdxido de hidrogénio é estavel,
permeavel em membranas e tem meia vida relativamente longa dentro
das células. A citotoxicidade do per6xido de hidrogénio ocorre
principalmente por sua habilidade de gerar o radical hidroxil
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) por meio de reagdes catalisadas
por metais (Reagdo de Fenton) ou por reagfes com o anion radical
superdxido na presenca de ions metalicos (Reacdo de Haber-Weiss)
(YU, P. B. 1994), ambas as rea¢des sdo apresentadas na figura 8.
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H,0, + Fe*?/Cut* — Fe™3/Cu™ + O,"+ OH- (Reagdo A)

Fe™2/Cu”
r s

H,0, + O,™ OH" + OH (Reagao B)

Figura 8 — Reacdo de Fenton (A) formacdo do radical hidroxil a partir do
perdxido de hidrogénio com ions de ferro ou de cobre. Reacdo de Haber-
Weiss (B) formacéo do radical hidroxil a partir da reacdo do perdxido de
hidrogénio com o anion radical superdxido na presencga de ions metalicos.
Adaptado de HALLIWELL (1994).

O aumento da geracdo de EROs parece ser uma resposta
comum em células expostas ao estresse, assim, € especulado que a
regulacdo redox pode representar um importante sistema de segundo
mensageiro que estd envolvido na cascata de sinalizacdo da célula
exposta ao estresse (JIANG; ZHANG; DUSTING, 2011). E importante
salientar que as implicacbes biolégicas das EROs ainda ndo sédo
totalmente compreendidas. Nos Gltimos anos, evidéncias tém apontado o
papel dessas moléculas em processos de apoptose, ativacdo e
desativagdo de vias de sinalizagdo, estimulacdo de respostas de
preservacdo da vida celular, entre outros processos vitais para o
organismo. Esses dados vdo de encontro com a sua funcdo proposta
inicialmente, em que elas eram postas apenas como danosas aos
organismos (POWERS;JACKSON, 2008).

No que tange a fisiologia da contracdo muscular, as EROs, que
antes apenas eram tidas como subprodutos da atividade mitocondrial,
tém se destacado por seu papel na funcdo primordial desse tecido. Tem
sido proposto que as EROs sdo necessarias para a capacidade de
producdo de for¢a no muasculo esquelético. E que em condicGes basais
hd uma producdo normal na forga, no entanto, se houver uma
diminuicdo nas concentragdes de EROs (mediada por antioxidantes), ha
também uma diminuicdo da producdo da forca. Por outro lado, um
aumento nas EROs no musculo conduz a maior producdo de forca até
determinado momento, quando 0 aumento nas concentracbes ou o
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periodo prolongado de exposi¢do as EROS leva a uma diminuicdo na
eficiéncia contratil do masculo (REID; KHAWLI; MOODY, 1993).
Representacdo grafica do comportamento da célula muscular perante as
concentragGes de EROs pode ser visto na figura 9 proposta por Reid,
(2001).

100

4]
=

Forga Isométrica
(% da maxima)

’
: o
' i=
' wh
’ 8 O
' @©
]
: m
v
]
’
'
'
0 A
Reduzido Estado Redox Oxidado
Celular

Figura 9 — modelo proposto dos efeitos bifasicos das EROS na produgdo de
forga pelo musculo esquelético. O ponto 1 representa a producdo de forca
sob condicBes de baixas EROs mediada por anti-oxidantes. O ponto 2
representa condigdes basais do musculo. O ponto 3 representa um leve
incremento nas EROs em fibras ndo fadigadas, e por fim, o ponto 4
representa um efeito deletério pelo excesso de EROs ou exposicdo
prolongada a elas (REID, 2001).

As razdes pelas quais a capacidade de producdo de forca é
modulada pelas EROs ainda sdo motivo de discussdo e pesquisa. Até o
momento, acredita-se que os efeitos das EROs na eficiéncia muscular
podem ser devido a alteracBes no manejo e sensibilidade ao calcio
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(Ca?") pelos miofilamentos (POWERS; JACKSON, 2008; DROGE,
2002) e também pela atuagdo das EROs em vias de sinalizagdo celular
em sitios sensiveis as modificacdes no estado redox. Quando o musculo
esquelético é exposto a EROs exo6genas, os receptores de rianodina
(RyR1) sdo ativados e consequentemente, liberam Ca®* para fora do
reticulo sarcoplasmatico (RS) (ANZAI et al., 2000). Aparentemente, 0s
RyR1 estdo intimamente associados com a Nox encontrada no reticulo
sarcoplasmatico, visto que o anion radical superoxido parece ser a
principal EROs capaz de influenciar esta classe de canais de Ca** (XIA
et al., 2003).

Em revisdo escrita por Smith e Reid, (2006) destacou-se que
proteinas estruturais do musculo podem sofrer acfes das EROs e,
portanto, alterar a sua funcéo. Dentre as raz8es destacadas pelos autores,
estdo altas concentracfes de EROs que podem alterar a estrutura dos
miofilamentos; a diminuicio da sensibilidade ao Ca®* nos
miofilamentos; alteracdo da cinética das pontes cruzadas. Estudos tém
tentado identificar exatamente quais proteinas estruturais e contrateis
sdo sujeitas as EROs, e foi demonstrado que dentre vérias proteinas
sujeitas as intervengdes pelas EROs, a proteina de cadeia pesada da
miosina é alvo das EROs e a oxidagdo dessas miosinas promove
prejuizo & sua fungdo (YAMADA et al., 2006). Adicionalmente, a
troponina C também é sensivel a oxidacdo por esses agentes,
consequemente tendo a sua sensibilidade ao Ca'™ alterada (PLANT;
LYNCH; WILLIAMS, 2000).

No entanto, a acdo das EROs vai muito além da atuacdo nas
propriedades contrateis. Como citado anteriormente, elas podem atuar
na transducdo de sinais celulares, incluindo vias dependentes do Ca?*,
proteinas cinases e fosfatases de tirosina, cinases de serina e treonina e
fosfolipases (JACKSON et al., 2002). Os efeitos das EROS nas cascaas
de sinalizacéo celular sdo dependentes do tipo de molécula (i. e. &nion
radical superoxido, radical hidroxila, entre outros), do tipo celular em
que essa molécula estd agindo e também da sua origem (i.e. células
fagociticas do sistema imunitério, organelas envolvidas no metabolismo,
entre outros). Lander et al., (1997) propuseram que as EROs poderiam
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atuar no controle da sintese e secre¢do de citocinas e fatores de
crescimento, transporte de ions, apoptose, liberacdo e acdo de
hormoénios, transcricdo e neuromodulacdo. No entanto, outras acdes tém
sido observadas dessas moléculas, como aumento ou diminui¢do da
proliferacdo celular, inducdo de morte por apoptose e alteracdo da
funcdo imunitaria (DROGE, 2002; JACKSON et al., 2002).
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Figura 10 — Sinalizag8o celular mediada por EROs. Esquema representativo
da interacdo de cinases e fosfatases com EROs na regulacdo de fatores de

transcricdo na sintese de proteinas no musculo esquelético (Adaptado de
POWERS et al., 2009).

Uma familia importante de cinases influencia diversas respostas
no muasculo esquelético frente a estimulos externos e internos
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(POWERS et al., 2009). Estas sdo as proteinas cinases ativadas por
mitdégenos (MAPK), elas contribuem para a regulacdo de diversas vias
de ativacdo e desativacdo de fatores de transcricdo, decisfes de apoptose
ou manter a sobrevivéncia da célula, fazendo delas fundamentais para a
homeostase do organismo. Existem varias subfamilias de MAPK, entre
as mais estudadas estdo a cinase N-terminal c-Jun (JNK), p38 e a cinase
regulada por sinal extracelular (ERK). Foi visto que essas trés
subfamilias sdo ativadas por EROs atuando na resposta da célula perante
um estimulo, no entanto, o completo entendimento dos seus efeitos
ainda é alvo de pesquisa (CHEN et al., 2001).

2.2.2.1 Peroxidacao lipidica

Devido a sua instabilidade caracteristica, as EROs tém alta
reatividade em sistemas bioldgicos, essa alta reatividade tem o objetivo
de adquirir a estabilidade de sua composi¢cdo quimica. O potencial
reativo das EROs ¢é demonstrado na lipoperoxidacdo (LPO).
Peroxidagdo lipidica pode ser descrita em termos gerais como o
processo, sob condi¢fes oxidantes, em que radicais livres atacam
lipideos que contém duplas ligacdes de atomos de carbono,
especialmente 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI) (AYALA;
MURNOZ; ARGUELLES, 2014; HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

O processo de peroxidacdo lipidica consiste de trés fases:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. No momento denominado
iniciacdo, os radicais livres retiram um hidrogénio formando um radical
lipidico (L'). Na fase de propagacdo, o radical formado na reacdo
anterior rapidamente reage com o O, para formar o radical peroxila
(LOO’) que abstrai um hidrogénio de outra molécula de lipideo gerando
um novo L e um hidroperéxido lipidico (LOOH). Na Ultima reacéo,
denominada terminacao, antioxidantes doam um atomo de hidrogénio ao
LOO" e ap6s mais uma reacdo formam um produto néo radical (YIN;
XU; PORTER, 2011). Essas etapas podem ser visualizadas na figura 11.
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Figura 11 — Oxidacdo de lipideos por radicais livres, processo denominado
peroxidacdo lipidica. (1) Iniciacdo; (2,3) Propagacdo; (4) Terminacdo. Para
detalhes da reacdo, consultar o texto. Modificado de AYALA; MUNOZ;
ARGUELLES, 2014.

A peroxidacdo lipidica tem sido estudada em diversos modelos
de exercicio, principalmente nos que visam estudar as variacdes em
marcadores de estresse oxidativo apds protocolos de lesdo induzida por
acbes musculares (MARGARITELIS et al., 2014; QUINDRY et al.,
2011; THIRUMALAI et al., 2011; CHILDS et al., 2001). Para esses
modelos de lesdo induzidos pelo exercicio, diversos produtos da
peroxidacdo lipidica tém sido investigados, como por exemplo, as
substancias reativas do acido triobarbitdrico (TBARs) (THIRUMALAI
et al., 2011), substancias oriundas da cascata do acido araquiddnico,
como o0 Fp-lsoprostano (MARGARITELIS et al, 2014) e os
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (QUINDRY et al., 2011; CHILDS et
al., 2001).
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Derivados de fosfolipideos insaturados, glicolipideos e
colesterol, os LOOH sdo intermediarios proeminentes de reacGes de
peroxidacdo induzida por radicais livres, tais como anion radical
superdxido, radical hidroxila, oxigénio singlet entre outros. A
importancia de se mensurar os hidroperoxidos lipidicos é que eles sdo
produtos priméarios da peroxidacdo (fase de propagacdo) dos &cidos
graxos poli-insaturados (AGPI), visto que a maioria dos outros métodos
avalia seus produtos de degradacdo (YAMAMOTO, 1994). Os LOOH
tém sido apontados como marcadores confidveis no plasma para
mensurar o estresse oxidativo em tecidos (ARGUELLES et al., 2004).

2.2.2.2 Carbonilacdo de proteinas

N&o somente os lipideos sdo alvos das EROs, mas também
outras moléculas como as proteinas. As proteinas sdo formadas pela
juncdo de diversos aminoécidos, formando estruturas tridimensionais
que exercem diversas fungdes no organismo, como producéo de forga,
transporte de moléculas, regulagdo de sistemas enddcrinos e inflamagé&o,
entre outros (GRIFFITHS et al., 2014).

Grupos carbonil sdo produzidos nas cadeias laterais das
proteinas, especialmente dos aminoacidos leucina, valina, isoleucina,
prolina, arginina, lisina e treonina (Zuo et al., 2015). No entanto, outras
formas de adicdo do grupo carbonil nas proteinas podem existir. Grupos
carbonil podem ser introduzidos nas proteinas por reacfes secundarias
por meio das espécies avancadas de glicosilacdo (AGES) ou com
aldeidos (4-hidroxi-2-nonenal, malondialdeido) produzidos durante a
peroxidacdo lipidica (DALLE-DONNE et al., 2003). A presen¢a e
concentracdo de proteinas modificadas circulantes no plasma dependem
das taxas de sintese, modificacdo e clearance de proteinas (GRIFFITHS
etal., 2014).

Alguns estudos tém observado as alteracdes nas concentragdes
de proteinas carboniladas apds modelos de dano induzido por exercicio
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(QUINDRY et al., 2011; SILVA et al., 2010) e frequentemente tém
encontrado aumento nas concentracdes desse produto do estresse
oxidativo. No entanto, o desenho desses estudos ndo tem objetivaram
realizar acompanhamento temporal para identificar o comportamento do
estado oxidativo na recuperacdo da fungcdo muscular (MARGARITELIS
et al., 2014), ou atentaram para intervengfes nutricionais, ndo focando
apenas nos efeitos do exercicio fisico sobre as repercussdes do dano no
tecido (SILVA et al., 2010).

2.3 MODELOS DE DANO AO MUSCULO ESQUELETICO

O mdasculo esquelético é o tecido mais abundante nos seres
humanos eutr6ficos, constitui-se em um 6rgdo altamente adaptavel
frente as demandas ambientais e fisioldgicas. A alta adaptabilidade do
musculo esquelético resulta da sensibilidade aos estimulos tais como
atividade contratil (exercicio de endurance, estimulacdo elétrica),
condicdes de carga (treino contra-resistido e microgravidade),
disponibilidade de substratos (intervengdes nutricionais), perfil
hormonal (hormdnios da tiredide e testosterona), e fatores ambientais
(hipéxia) (SACLIER etal., 2013; TIDBALL; VILLALTA, 2010).

Dados experimentais mostram que o esmagamento do musculo,
a morte por inje¢do de toxinas, destruicdo mecéanica por alongamentos
excessivos ou danificar fibras musculares por congelamento podem ser
seguidas por eficiente regeneracdo do muisculo que conduz a
recuperacdo da estrutura e funcdo dessas células, e por consequéncia,
desse tecido (TIDBALL;VILLALTA, 2010). Muitos estudos que visam
compreender a regeneracdo do musculo esquelético utilizam modelos
agudos de lesdo e reparo, tais como injecdo de toxinas (ARNOLD et al.,
2007), ou BaCl, (LU et al., 2011), isquemia reperfusdéo (MERCHANT;
GURULE; LARSON, 2003). Esses modelos sdo Uteis para a
compreensdo do time course do processo de reparo, no entanto, eles ndo
refletem as condicGes fisiolégicas e habituais em que o musculo é
submetido nas atividades cotidianas.
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Apbs ter sido danificado, o musculo esquelético inicia um
trabalho para a regeneracdo. Células satélites sdo ativadas e proliferam
como mioblastos e se fundem em miotubos no local do dano, onde
posteriormente se diferenciam em fibras musculares totalmente
regeneradas (TIDBALL, 2004). Essa sequencia é mediada por uma
cascata de fatores regulatérios miogénicos que estdo sujeitos a
sinalizacdo de macrofagos residentes e infiltrados. A fase proliferativa
dos mioblastos é promovida por macréfagos pro-inflamatorios (M1),
subsequente a esta, macr6fagos com fendtipo M2 estimulam a
diferenciacdo e crescimento dos miotubos (ARNOLD et al., 2007).

2.3.1 O exercicio excéntrico

A contragdo excéntrica é caracterizada pela produgdo de forca
enquanto o musculo estd sendo alongado. Quando as miofibrilas dentro
desse tecido sdo estiradas durante a esse tipo de acdo muscular, alguns
sarcOmeros sdo mais resistentes a esse alongamento do que outros.
Consequentemente, os sarcomeros mais fracos absorvem mais desse
alongamento, e dependendo do quéo alongado eles serdo, enfraquecerao
até que exista pouca ou nenhuma ligacdo entre os miofilamentos
(PEAKE; NOSAKA; SUZUKI, 2005).

Teoria postulada por Proske e Morgan (2001) coloca que 0s
filamentos elasticos de titina, que fazem a ancoragem do final da cadeia
pesada da miosina com os discos Z, trabalham de forma independente.
Esse conceito é importante porque um sarcdmeros ndo deve ser visto
€COmMo um, mas sim, como dois meio sarcomeros. Esses autores colocam
esse conceito porque quando um sarcémero é muito alongado (além do
seu comprimento 6timo) a metade mais fraca dele cede para que a outra
metade possa trabalnar em um comprimento mais favoravel.
Evidentemente, essas metades que cedem s&o mais fracas que as outras,
ficando mais sujeitas a ruptura promovida pelas acBes excéntricas.
Durante repetidas contragBes excéntricas, primeiramente 0s sarcmeros
mais fracos seguidos pelos mais fortes sdo progressivamente sendo
estirados mecanicamente. Durante a fase de relaxamento, o0s
miofilamentos desses sarcomeros podem falhar em se reconectar,
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resultando em sarcomeros rompidos. Essa ruptura estrutural pode afetar
areas adjacentes do musculo, e produzir dano em membranas do reticulo
sarcoplasmatico, tubulos transversos ou sarcolema (PEAKE; NOSAKA;
SUZUKI, 2005).

Tem sido mostrado que contragdes excéntricas resultam em
maiores danos morfoldgicos e funcionais em musculos esqueléticos
humanos do que contracBes concéntricas (NEWHAM et al,, 1983;
MALM et al., 2004). O primeiro sinal fisico de dano é a ruptura dos
sarcomeros, dos discos Z e danos aos componentes do sistema de
acoplamento excitagdo-contragdo (E-C) (FEASSON, 2002; WARREN
et al., 2001). Aparentemente 0s danos estruturais sdo 0s maiores
responsaveis pelo prolongado decaimento na capacidade de producéo de
forga, entre eles estdo os filamentos elésticos de titina, que ancoram 0s
filamentos grossos (miosinas) aos discos Z, os proprios discos Z e a
inativacdo de alguns sarcomeros por dano aos tibulos T também tem
sido citada. As lesBes nos filamentos contrateis do mdsculo tém sido
apontadas como razdes para esse prejuizo funcional em dias (PROSKE
& MORGAN, 2001).

Figura 12 — Micrografia eletronica do biceps braquial demonstrando ruptura
dos discos Z apo6s a realizagdo de 70 repeticOes excéntricas (LAURIZTEN
et al., 2009).

Essas alteragBes estruturais apds o exercicio excéntrico tém
repercussdes diversas. Elas podem ser vistas sistemicamente e também
na funcdo muscular. Um processo de reparo eficiente esta atrelado a
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manutencdo dessas alteracbes no periodo ap6s 0 dano e recuperagdo
precoce das funcGes dessa célula.

2.3.2 Marcadores indiretos de dano muscular

O dano muscular tem sido mensurado por metodologias diretas
ou indiretas. Atividades plasmaticas de creatina cinase (CK) e aldolase,
escalas de dor e amplitude de movimento, e producdo de forca séo as
medidas indiretas mais utilizadas (BLACKWELL et. al., 2015; KANDA
etal., 2014; JAMURTAS et al., 2005).

Historicamente, um processo inflamat6rio é caracterizado por
cinco pontos cardinais, sdo eles: tumor, dor, calor, rubor e perda de
funcdo. O prejuizo funcional — por exemplo, reducdo na capacidade de
geracdo de forca — é imediato, prolongado e talvez o mais importante
sintoma quando considerado na presenca de dano muscular. Mensuracéao
da fungdo muscular pode prover o mais efetivo meio de avaliacdo da
magnitude e o time course do dano resultado das agBes musculares
excéntricas (PAULSEN et al., 2012; BYRNE; TWIST; ESTON, 2004).
A forga muscular pode ser reduzida em torno de 50% ou mais durante as
primeiras 24 horas ap6s o exercicio, e gradualmente recuperar a
funcionalidade em torno de 5 a 10 dias dependendo da intensidade do
dano e do musculo utilizado (PAULSEN et al., 2012). A mensuracdo da
forga isométrica tem sido o método mais utilizado para determinagdo da
fungdo muscular apds o exercicio excéntrico. Esse método envolve uma
contragdo voluntaria méxima (CVM) em uma articulagdo com angulo
fixado por 2 a 5 segundos (BYRNE; TWIST; ESTON, 2004).

A dificuldade de se ter amostras teciduais para avaliar o dano
causado ao musculo pelo exercicio excéntrico, tem conduzido para
avaliagcBes de marcadores indiretos presentes no soro dos sujeitos. As
atividades da creatina cinase (CK) e da aldolase tém sido utilizadas
como marcadores de lesdo celular por entrar na circulacdo ap6s a
membrana plasmatica do musculo ter sido lesionada. As concentracdes
desses indicadores de dano podem depender do sexo do individuo,
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intensidade do exercicio e duracdo, massa muscular e estado de
treinamento (KANDA et al., 2014).

Em recente revisdo, Kock, Pereira e Machado (2014),
expuseram que a CK pode aumentar mais que 100% sua atividade no
plasma dentro de poucas horas do término do exercicio até 96 horas,
com valores de pico encontrados em todos os momentos desse intervalo.
A CK pode estar sujeita a variacfes pela composicdo corporal, sexo,
guantidade de trabalho realizada no protocolo de dano, tipo de fibra
muscular envolvida, velocidade e amplitude de movimento.

A aldolase € uma enzima presente em diversos tipos celulares e
estd envolvida na via glicolitica do metabolismo das células. Embora a
atividade dela possa sofrer interferéncia da idade e do estado de
treinamento do individuo, tem sido proposto que a utilizacdo dessa
enzima juntamente com a CK possa ser Util como marcador indireto de
dano muscular (BRANCACCIO; LIPPI; MAFFULLI, 2010). A
atividade da aldolase no soro, embora menor que da CK, tem
consideravel menor variagdo entre os individuos, o que pode favorecer o
seu uso principalmente em pequenas amostras (KANDA et al., 2014)

Aparentemente, 0 grupo muscular utilizado nos protocolos de
exercicio varia tanto em magnitude de dano quanto em respostas ao
dano, como dor, amplitude de movimento, extravasamento de conteldos
intramusculares para a circulacdo. Isso dificulta a comparacdo dos
dados, visto que ja existe uma variabilidade muito grande de protocolos
(i.e. downhill vs. uphill; contracdo isométrica vs. concéntrica vs.
excéntrica). O biceps braquial, quando comparado ao quadriceps, é mais
sujeito aos danos induzidos pelo exercicio excéntrico e, também,
necessita de mais tempo para a recuperacdo completa (JAMURTAS et
al., 2005).
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3 JUSTIFICATIVA

A participacdo dos mondcitos no reparo de diversos tecidos tem
sido evidenciada em diversos estudos. No entanto, 0s mecanismos
envolvidos no processo de migragdo e funcdo dos mondcitos ainda ndo
sdo totalmente esclarecidos. Nesse complexo sistema, quimiocinas
atrativas, citocinas sinalizadoras, moléculas de migracdo, adesdo e
diapedese, sistemas de fagocitose estdo continuamente sendo estudados
para caracterizar todo o funcionamento dessa célula no processo de
reparo.

Nesse cendrio, 0 musculo estriado esquelético recebe destaque
pela sua capacidade de adaptagdo frente a situacBes diversas (i. e.
exercicio fisico, uso inabitual, desuso, doengas catabdlicas, estado
nutricional). Também pela facilidade em promover danos de forma
experimental, avalia-los e acompanhéa-los durante o processo de reparo.
Muitos modelos animais utilizam como ferramenta para causar dano ao
tecido muscular injecGes de substancias toxicas, congelamento,
esmagamento, entre outras. No entanto, esses contextos nem sempre
simulam os eventos fisioldgicos ocorridos em humanos e/ou em
situagdes do cotidiano.

Dessa forma, avaliar a participacdo, pelo seu fenétipo e outros
atributos, dos monacitos e 0 seu envolvimento no processo de reparo do
tecido muscular causado por exercicio excéntrico em humanos se faz
necessaria para compreender os eventos particulares dessas células
imunitarias no reparo desse tecido em especifico.
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4 HIPOTESES
Esse estudo inicia com as seguintes hipdteses:

H; O protocolo de dano induzira alteracdes na capacidade de produgdo
de forga dos individuos nos dias subsequentes ao dano.

H, Marcadores bioquimicos de dano muscular poderdo sofrer alteragfes
a niveis plasmaticos.

Hs O fendtipo e expressio da p47°™ em mondcitos serdo alterados em
funcéo do seu potencial reparador.

H, Marcadores de estresse oxidativo estardo diferentes nos momentos
observados.
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar o contetido da p47°™ e o fen6tipo de mondcitos apés dano

muscular promovido por exercicio excéntrico em homens saudaveis.
5.1.1 Objetivos especificos

- Observar a alteracéo da capacidade de producéo de forca apds o dano
induzido por exercicio excéntrico.

- Avaliar o dano muscular por meio dos marcadores bioquimicos
indiretos creatina cinase e aldolase.

- Verificar os valores, absolutos e relativos, para linfocitos, neutréfilos e
mondcitos durante o periodo, em dias, de recuperacdo apdés o dano
muscular.

- Identificar as subpopulagdes de monécitos como CD14°CD16 e
CD14'CD16".

- Averiguar a expressio da p47°" e da CD11b em células CD14".

- Verificar os danos oxidativos em proteinas e lipideos plasmaticos.
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6 MATERIAIS E METODOS

Nessa sessdo serd abordada toda a metodologia referente a esse
estudo. O desenho experimental e o protocolo de dano serdo tratados no
inicio e, posto isto, serdo descritas as ferramentas utilizadas para
mensuracgdo das variaveis escolhidas e analise dos dados gerados.

6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

O estudo foi do tipo transversal, descritivo e quantitativo. O
protocolo experimental teve duragdo de quatro dias corridos, sendo estes
denominados: Dia 1, coleta de sangue antes da execucdo dos exercicios
excéntricos, teste de forga isométrica maxima e execucdo do exercicio
proposto; apos 24 horas (dia 2), 48 horas (dia 3) e 72 horas (dia 4) foram
realizadas novas coletas de sangue e subsequente a estas, um teste de
forca isométrica maxima (figura 13). Os participantes realizaram uma
adaptacdo ao aparelho utilizado e também ao exercicio na semana que
antecedeu o experimento.

Antes do inicio do protocolo experimental os participantes
receberam informac@es pertinentes ao estudo. Essas informagdes foram:
(i) manter suas atividades fisicas habituais e as interrompendo 48 horas
antes do inicio dos testes; (ii) manter seus habitos alimentares; (iii)
abstencdo de bebida alcodlica e a restricdo de bebidas que continham
cafeina (café, chas, refrigerantes etc). As variaveis de controle foram:
sexo, idade, nivel de atividade fisica e pratica de exercicio resistido. As
variaveis intervenientes foram: dieta, lateralidade do membro
testado, pratica de atividade fisica e nivel de aptiddo fisica. A fim de
reduzir o efeito das varidveis intervenientes nos resultados do estudo,
foram realizados procedimentos de randomizacdo na designacdo do
membro superior que a ser inicialmente testado.
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O protocolo experimental foi aprovado Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), sob o CAAE 16832613.8.0000.0121.

N\
R EE & 6 6
J}c k A\ p N\ N\

R T T
Dias-7 1 2 3 4

‘ = coleta de sangue

N\ =teste de for¢a 1sométrica maxima
o. EE = exercicio excéntrico

L’}’ = avaliagdo antropométrica

Figura 13 — representacdo esquematica do desenho experimental. EE =
exercicio excéntrico. Fonte: o autor.

6.2 SELECAO DAS AMOSTRAS

A amostra foi constituida por individuos do sexo masculino,
com idade de 19 a 30 anos, alunos da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e residentes na cidade de Floriandpolis, Santa
Catarina. Os participantes foram selecionados por meio de cartazes
fixados nos murais dessa instituicdo, e-mails, telefone e contatos diretos
com os alunos. A amostra foi selecionada de forma intencional, de modo
a atender os seguintes critérios de inclusdo: (i) ndo fumante; (ii) ndo
portador de quaisquer desordens metabdlicas, processos infecciosos ou
inflamatdrios visiveis ou conhecidos; (iii) fisicamente ativos, mas nao
envolvidos em treinamentos contra resisténcia ou aerdbios
sistematizados nos trés meses precedentes ao estudo; (iv) ndo usuario de
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medicamentos ou de fitoterapicos; e (v) ndo usuario de substancias
ergogénicas, tais como creatina, arginina e cafeina, ou suplementos de
macro e micronutrientes.

6.3 AVALIACAO ANTROPOMETRICA E NIVEIS DE ATIVIDADE
FISICA

Na semana anterior ao inicio do protocolo experimental foram
realizadas as mensuracdes de peso corporal, estatura e dobras cutaneas.
Os dados antropométricos foram coletados no Laboratério de
Biomecanica da Universidade Federal de Santa Catarina. Os individuos
foram avaliados pela manhd, descalgos, com roupas leves e antes de
gualquer atividade esportiva. Registrou-se a massa corporal em
quilogramas, empregando-se balanca eletronica (Toledo®, Brasil), com
resolucdo de 100 g. Verificou-se a estatura com estadiémetro de parede
(Seca®, Hamburgo, Alemanha), com resolugdo de 1 mm. As dobras
cutaneas, tricipital (TR), suprailiaca (SI) e abdominal (AB), foram
mensuradas por meio de adipdmetro cientifico (Cescorf
Equipamentos®, Porto Alegre, Brasil), com escala de 0,1 mm. A
densidade corporal foi estimada utilizando-se a seguinte equacéo
desenvolvida por Petroski (1995): 1,10726863— 0,00081201 (X4SF) +
0,00000212 (¥4SF)2 — 0,0004176, onde XASF representa o somatorio
das dobras cutaneas tricipital, subescapular, supra iliaca e panturrilha
medial. O valor da densidade corporal foi usado na estimativa do
percentual de gordura corporal, segundo a equagdo de Siri: %Gordura
corporal = (495 / densidade corporal) — 450 (1961 apud PETROSKI,
1995). Apos as avaliagBes antropométricas, os voluntarios responderam
ao questionario internacional de atividade fisica (IPAQ - versdo curta)
(Anexo 1). Validado em populacdo brasileira, esta ferramenta avalia o
tempo gasto em atividades (trabalho, lazer ou esporte) na Gltima semana
(MATSUDO et al.,, 2001). O IPAQ inclui os seguintes niveis de
classificagdo: muito ativo, ativo, irregularmente ativo, irregularmente
ativo A, irregularmente ativo B e sedentario (Anexo Il). As avaliacfes
antropométricas foram realizadas por avaliadores experientes, no
Laboratério de Biomecénica da Universidade Federal de Santa Catarina.
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6.4 PROTOCOLO DE TESTES

O exercicio excéntrico foi realizado em dinamoémetro
isocinético Biodex System 4 Pro® (Biodex Medical System, Inc.,
Shirley, NY, USA), o qual permite, sob determinacdo prévia, a
realizacdo de movimentos de flexdo-extensdo, onde o brago de alavanca
se move em velocidade angular constante (i.e. isocinética). No
equipamento, o desempenho muscular avaliado foi quantificado e
registrado por meio de software e as informagdes foram visualizadas na
tela de computador.

Antes do protocolo de dano muscular os individuos realizaram
um aquecimento composto por 1 série concéntrica/excéntrica a 120°s™
para flexores do cotovelo. ApGs o aquecimento, cada sujeito realizou 60
repetices voluntarias isocinéticas excéntricas, divididas em trés séries
de 20 repeticGes com intervalo de 2 minutos entre cada série. O mdsculo
primario utilizado neste exercicio foi o biceps braquial. Conforme
ilustrado na figura 12, os sujeitos permaneceram sentados em um banco
com o brago posicionado em frente ao corpo em um suporte apropriado,
e 0 antebrago foi mantido na posi¢éo supinada em toda a execugdo do
movimento. Os individuos executaram somente 0 movimento
excéntrico, com inicio em um angulo de 70° e término com a extensdo
parcial do braco, ou seja, 150°. A velocidade de movimento foi
determinada em 45°'s™.
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Figura 14 — Imagem representando diferentes fases (90°; 120° e 150°) do
exercicio excéntrico para flexores do cotovelo utilizado como protocolo de
dano ao musculo esquelético. Fonte: o autor.

6.5 TESTE DE FORGA ISOMETRICO

Antes do teste de contracdo voluntaria isométrica maxima
(CVIM), os individuos realizaram um aquecimento composto de 3 séries
de maneira submaxima a 90°. Para a obtencdo da CVIM, antes e apds o
exercicio excéntrico, os voluntarios realizaram trés a¢cdes musculares
isométricas voluntarias méaximas, num angulo de 90° na articulagdo do
cotovelo, com 3 segundos de contracdo cada e 2 minutos de intervalo,
conforme ilustrado na figura 13. Durante o teste, mediu-se o0 pico de
torque isométrico de flexdo do cotovelo, e o maior valor atingido nas
trés tentativas foi registrado. Os valores de pico de torque foram
coletados em Newton/metro (N-m™) e em % do pico.

Todos o0s exercicios que os participantes realizaram neste estudo
foram conduzidos no Laboratério de Esforco Fisico da Universidade
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Federal de Santa Catarina, aplicados e supervisionados por Educadores
Fisicos.

Figura 15 — Imagem destacando o angulo de 90° utilizado para obter a
contracdo voluntaria maxima isométrica (pico de torque isométrico). Fonte:
0 autor.

6.6 COLETA SANGUINEA

As amostras de sangue foram coletadas por técnico de
laboratério habilitado. A veia antecubital mediana foi puncionada pela
insercdo de agulha hipodérmica (25 x 7 mm), e o sangue (16 mL) foi
coletado usando-se sistema a vacuo (Vacuntainer®) em dois tubos
contendo heparina sodica e um tubo sem anticoagulante ou aditivos. O
plasma e o soro foram obtidos imediatamente através de centrifugacédo
do sangue (400g, 7 min) e congelados a -80 °C para a realizagdo de
andlises posteriores.
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6.6.1 Contagem de células sanguineas

Amostras de sangue heparinizado (700uL) foram utilizadas para
obtencdo de leucograma em contador automatizado Advia 60 (Bayer
HealthCare, Diagnostics). Com esse experimento, foram coletados
dados para as contagens de células imunitarias presentes na circulacao,
tais como, leucocitos totais, neutrofilos, mondcitos e linfdcitos. A
unidade de medida para essas células foi 10% células/uL na contagem
absoluta e % na contagem relativa.

6.6.2 Expressdo de CD14, CD16, CD11b e p47°"™ em leucécitos

As expressbes da proteina CD14, CD16 e CD1lb em
membranas, e da proteina p47°"™ no citoplasma de leucécitos
sanguineos foram determinadas por citometria de fluxo, conforme
descrito por Peake et al (2005). Cem microlitros de sangue total foram
hemolisados para obtencdo de leucécitos que foram incubados com
solucdo de fixacdo Cytofix (BD-Biosciences). Apoés a fixacdo, as células
foram incubadas com anticorpos 1gG2 anti-human CD14 conjugado
com Peridinin chlorophyll protein—Cyanine 5.5 (PerCP-Cy5.5), anti-
human CD11b conjugado a aloficocianina (APC), anti-human CD16
conjugado com R-Ficoeritina (PE) e IgGl anti-p47phox (Becton
Dickinson © (BD), Franklin Lakes, NJ, USA) em presenca de tampao
de permeabilizagdo Perm/Wash (BD-Biosciences). Posteriormente, as
células foram lavadas em tampdo de permeabilizacdo e incubadas com
anticorpos anti-lgG1 conjugado a Fluorescein isothiocyanate (FITC).
Em passo seguinte as células foram lavadas em tampdo de
permeabilizacdo. Apds esse passo, as mesmas foram ressuspendidas em
solucdo salina e prosseguiram para leitura em citdmetro de fluxo BD
FACSCanto Il. Os resultados foram expressos em proporc¢do de células
positivas e intensidade média de fluorescéncia (unidades arbitréarias).

A andlise dos dados foi realizada por meio do software
Flowing®, versdo 2.5. Todas as marcacdes foram feitas pelo menos em
duplicata e a fluorescéncia mediana foi anotada de cada amostra. Ap6s a
obtencdo da fluorescéncia mediana, as médias foram calculadas e
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subtraidas pelas médias das fluorescéncias sem o anticorpo (para
descontar a fluorescéncia natural da célula).

6.6.3 Hidroperdxidos lipidicos

Os hidroperdxidos lipidicos presentes no plasma foram
guantificados pelo método da oxidacdo do ferro com alaranjado de
xilenol (FOX), conforme descrito por Nourroz-Zadeh, Tajaddini-
Sarmadi e Wolff (1994). O principio do método baseia-se na rapida
oxidacdo do Fe* (ferroso) a Fe*® (férrico) em meio acido, mediada
pelos peréxidos lipidicos, conforme ilustrado na figura 17. O Fe*® na
presenca de alaranjado de xilenol forma um complexo (Fe**-alaranjado
de xilenol) que pode ser quantificado em 560 nm. Aliquotas de 50uL de
plasma foram centrifugadas por 5 minutos a 5000g com 200uL de
metanol. 18uL do sobrenadante foi adicionado em uma placa de 96
pogos juntamente com 2uL de metanol (branco da amostra) ou 2uL de
trifenilfosfina (TPP) 10Mm (figura 14). A placa foi agitada e mantida
em temperatura ambiente por 30 minutos.

L-OOH ———— L - OH

(Hidroperoxido lipidico) (hidroxido lipidico)

Figura 16 — representacdo esquematica da reducdo de LOOH pela
trifenilfosfina (TPP). Fonte: o autor.

Apobs essa incubacdo foi adicionada em cada pogo 180uL de
reagente de trabalho FOX, composto por alaranjado de xilenol 1,0mM e
sulfato de ferro e ambnio 2,5mM, preparados em H,SO, (acido
sulfdrico) 250mM, e BHT 4,4mM. Os LOOH presentes na amostra
oxidam os cétions ferrosos (Fe?*) da solucéo de trabalho. A producéo de
Fe" ser4 menor nas amostras tratadas com TPP, visto que nestas, todos
0s LOOH foram reduzidos.
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X —-0OO0OH X -0+ OH-
Fe2* / Fe3t

Figura 17 — representacdo esquematica da oxidacdo do Fe? por
hidroperdxidos. Fonte: o autor.

As amostras foram incubadas por 30 minutos no escuro em
temperatura ambiente e lidas no espectrofotbmetro em 560nm. A
concentracdo de hidroperdxidos lipidicos foi calculada pela diferenca
entre as absorbancias das amostras com metanol (branco) e com TPP.
Para curva padrdo foi utilizado uma diluicdo seriada com perédxido de
hidrogénio (H,O,), sendo que o ponto mais alto da curva foi de
3,1umol/mL com diluigdes sucessivas até o ponto zero. Os resultados
sdo expressos em pmol/mL.

6.6.4 Carbonilacéo de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela
determinacdo de formacdo de grupos carbonil baseados na reagdo com
dinitrofenilidrazina (DNPH) como previamente descrito por Levine et
al. (1990). Foram utilizados 2 microtubos para cada amostra contendo
100uL de plasma. Em 1microtubo foi adicionado 600uL de DNPH
diluido em HCI 2M. No outro microtubo foi adicionado 600uL apenas
de HCI.

Proteina-C=0 —==222_ Proteina=N-NH-2,4-DNP+ H,O

Figura 18 - representacdo esquemdtica da reagdo promovida pela
dinitrofenilhidrazina em grupos carbonil de proteinas presentes na amostra.
Fonte: o autor
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Apos incubacdo de 1 hora no escuro com agitagdo a cada 10
minutos foram adicionados 600uL de acido tricloracético 20% (TCA
20%) e centrifugado por 5 minutos, a 11000g, 4°C. Foram realizadas
trés lavagens com 800uL etanol-etilacetato (1:1) e centrifugacdo de 10
minutos a 15000g, 4°C. Apds essas lavagens foi adicionado 900uL de
ureia 8M dissolvida em tampdo de KH,PO, 20mM (fosfato de potéssio)
com pH 2,3 e incubado em banho-maria por 30 minutos & 60°C com
agitacdo no minuto 15. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 14000qg, 4°C e lidas em 360nm em espectrofotdmetro com temperatura
ajustada em 37°C. Uma curva com concentraces de 2mg/mL no ponto
mais concentrado e diluicdo até zero foi feita para normalizacdo dos
dados com BSA (albumina sérica bovina) e a solugdo de ureia 8M citada
acima e lida em 280nm (Marca Molecular Devices, Modelo
Spectramax® Paradigm, CA, USA). O conteudo de formagao de grupos
carbonil foi determinado utilizando um coeficiente de 22.000 molar™,
Os resultados foram expressos em nmol/mg.

6.6.5 Atividade da enzima creatina cinase total

A atividade da enzima indicadora de lesdo tecidual creatina
cinase total (CK) foi quantificada no soro dos individuos utilizando-se o
sistema de reacdo Labtest® (Lagoa Santa/MG), através de método
cinético, conforme as instrucdes do fabricante. O principio do método
baseia-se na medida dos produtos finais, creatina e ATP, formados na
reacdo catalisada pela CK entre a creatina-fosfato e 0 ADP. O ATP
produzido na primeira reacdo &, entdo, empregado em um ensaio
enzimatico acoplado de glicose utilizando-se as enzimas glicose
hexoquinase e glicose-6-fosfato desidrogenase. A producédo de NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) na reacdo indicada foi
monitorada em 340 nm (Marca Molecular Devices, Modelo
Spectramax® Paradigm, CA, USA), a qual esta relacionada a atividade
da CK na amostra, sendo que a atividade da enzima serad calculada
utilizando-se o coeficiente de absortividade (¢) do NADPH em 340 nm
de 6,22 x 103 L.mol™*'min. Os resultados foram expressos em U/L.
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6.6.6 Atividade da enzima aldolase

A atividade sérica da enzima aldolase foi determinada através
de método cinético, usando o sistema de reacdo Randox® (Randox
Laboratories, Reino Unido). A aldolase converte a frutose-1,6-difosfato
em gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato. O principio do
método baseia-se na conversdo de dihidroxiacetona a glicerol-1fosfato,
pela adicdo de triosefosfato isomerase, glicerolfosfato dehidrogenase e
NADH (do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide). Em tubo de
ensaio foram colocados 50uL de amostra, 250uL de Tampéo, 12,5uL de
NADPH e 2,5uL de GDH (Glicerolfosfato dehidrogenase)/TIM
(Triosefosfato isomerase)/LDH (Lactato desidrogenase). Os reagentes
foram homogeneizados e incubados por 5 minutos a 37°C. A
absorbancia Al foi lida contra o branco. Apds a primeira leitura,
incubaram-se os tubos novamente a 37°C por 20 minutos. Foi lida a
Absorbancia A2. A taxa de reacdo da aldolase é medida pela diminuicdo
da absorbancia (A1-A2) a 340nm (Marca Molecular Devices, Modelo
Spectramax® Paradigm, CA, USA), e como consequéncia a conversao
de NADH a NAD". Para calcular a atividade da aldolase multiplicou-se
o resultado por 54,8 (fator determinado pelo fabricante). Os resultados
foram expressos em U/L.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados na forma de média + desvio
padrdo ou mediana e intervalo interquatil dependendo do
comportamento simétrico dos dados. Os dados foram submetidos a
testes de normalidade. Foi utilizado o ANOVA para medidas repetidas
ou o Friedman test, de acordo com a simetria dos dados. Para encontrar
onde existiram diferencas utilizou-se o pés-teste de Bonferroni. O nivel
de significancia adotado foi menor que 5% (p<0,05). Para analise dos
resultados desse projeto foi utilizado o pacote estatistico GraphPad
Prism (San Diego, CA, USA), versdo 5.0.
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7 RESULTADOS

Nessa sessdo serdo apresentados os resultados pertencentes a
esse estudo. Primeiramente sera apresentado o fluxograma com o
recrutamento, as perdas e desisténcias na amostra durante a execucdo
desse projeto (figura 17). Depois disso, as caracteristicas gerais dos
sujeitos sdo apontadas de forma agrupada (n=14) e apds a estratificacdo
em funcdo da recuperacao da forca no quarto (Gltimo) dia de observacédo
do desenho experimental.

Individuos que se
apresentaram
para o estudo
=43 .
w3) Inelegiveis (n=20)
- Ser do sexo feminino
m=11)
- Inseridos em
treinamento de forca
(n=9)
Recrutados para o estudo
(n=23)
Subtragdes
- Desisténcias (n=6)
- Violagdo de protocolo
m=3)
Analise e apresentagdo
dos dados conforme
recuperacao da forca 72h
apds o dano
Grupo Rec >80% Grupo Rec <80%

®=7) @=7)

Figura 19 — Fluxograma detalhando os sujeitos recrutados para esse estudo,
as perdas ocorridas e a divisdo em dois grupos em funcéo da recuperagdo da
forca trés dias apés o protocolo de dano muscular. Fonte: o autor.
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7.1 CARACTERISTICAS DOS SUJEITOS

Na Tabela 1 constam os dados dos sujeitos participantes neste
estudo. Estdo apresentados os valores de cada dobra cutanea (DC)
utilizada para o célculo de estimativa da composic¢do corporal proposto
por Petroski (1995). Para os resultados de classificagdo do IPAQ —
versdo curta (do inglés International Physical Activity Questionnaire),
validado por Matsudo et al. (2001), os dados sdo apresentados em
minutos de atividade fisica/semana.

Tabela 1 - Dados de caracterizagdo dos individuos participantes.

Sujeitos (n=14)

Idade (anos) 24+3,6
Estatura (cm) 17446,1
Massa (Kg) 72+10,8
IMC (Kg/m?) 23,7+2,7
DC tricipital® 10,1%3,3
DC Subescapular® 11,943,5
DC Supra lliaca® 16,749,5
DC Gastrocnémio® 9,5+4,6
% Gordura 15,3+4,5
IPAQ* 485 [445-656]

Fonte: o autor. DC= dobra cuténea. IPAQ (do inglés International Physical
Activity Questionnaire). Valores expressos em média + desvio-padrdo ou
mediana [intervalo interquartil]. * Dados representados em mm. & Dados
representados em minutos de atividades fisicas/semana.

7.2 CAPACIDADE DE PRODUGCAO DE FORGA

Os valores de pico de torque estdo apresentados na figura 20. A
capacidade de producéo de forca teve comportamento distinto entre dois
grupos de individuos, em ambos os grupos essa variavel diminuiu
significantemente apds o protocolo de dano muscular e se mantiveram
baixos 48 horas ap6s o protocolo de dano. No entanto, no ultimo dia
(72h) um grupo (Rec >80%) apresentou significante recuperacdo da
forca (BASAL = 66,0+10,9 e 72h = 58,9+8,4), enquanto 0 outro grupo
Grupo Rec <80%) ndo apresentou melhora nessa variavel.
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Figura 20 — Valores apresentados em média + desvio-padrdo. Grupo Rec
>80% representado com circulos brancos (n=7), Rec <80% representado em
circulos pretos (n=7) e os valores dos individuos agrupados (linha tracejada,
n=14). Em (A) o pico de torque (newton/metro) como medida para a
capacidade voluntaria méxima isométrica (CVMI). Em (B) os valores em
%, assumindo que o basal de cada individuo como 100%. * = diferenca para
0 basal (p<0,05); ® = diferenca para 0 24h (p<0,05); * = diferenca entre
grupos (p<0,001).
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7.3 ESTRATIFICACAO DOS GRUPOS EM FUNCAO DA
CAPACIDADE DE RECUPERACAO DE FORCA

Como a capacidade de recuperacdo da forca, obtida por meio do
pico de torque, tem sido considerada o melhor marcador indireto de
dano muscular (PAULSEN, 2012; PROSKE, & MORGAN, 2001). Essa
recuperacao divergente entre duas populacdes em nossa amostra nos fez
avaliar se haveria diferencas também em outras variveis mensuradas,
hipotetizando que essas poderiam ter relacdo com esse fendmeno
distinto entre os dois grupos. Dessa forma, todas as variaveis
apresentadas a seguir seguem essa estratificacdo dos dados em funcgéo
da recuperacdo da forga, com um grupo sendo denominado Rec >80%,
gue obteve recuperacdo maior que 80% 72 horas ap6s o protocolo de
dano, e outro grupo (Rec <80%) com recuperagdo abaixo desse valor no
periodo observado.

7.3.1 Dados de caracterizacdo dos sujeitos

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados de caracterizacdo dos
dois grupos utilizados nesse estudo. Nota-se que em nenhuma das
variaveis mensuradas houve diferenca estatistica.
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Tabela 2. Dados de caracterizacdo dos individuos apdés estratificacdo dos
grupos em funcdo da capacidade de recuperagdo da forga.

Rec >80% Rec <80%
Idade (anos) 22,7131 25,3+3.7
Estatura (cm) 173,6+5,1 174,47 .4
Massa (Kg) 71,4%7,0 73,1+14,1
IMC (Kg/m?) 23,7+1,8 23,9+3,5
DC tricipital® 10,8+3,3 9,4+3,4
DC Subescapular® 12,3+3,2 11,6+3,9
DC Supra lliaca® 15,2+6,4 18,3+12,1
DC Gastrocnémio® 10,745,7 8,6%3,2
% Gordura 15,4+2,8 15,2+6,0
IPAQ% 460[430-510] 620[460-675]

Fonte: o autor. Rec >80% = Grupo com recuperacdo maior que 80% 72
horas apds o protocolo de dano. Rec <80% = Grupo com recuperacgao
menor que 80% 72 horas apds o protocolo de dano. DC= dobra cutanea.
IPAQ= minutos/semana de atividades leves, moderadas e vigorosas.
Valores expressos em media + desvio-padrdo ou mediana [intervalo
interquartil]. * Dados representados em mm. & Dados representados em
minutos de atividades fisicas/semana. N&o foram observadas diferencas
entre os grupos (p>0,05).

7.3.2 Trabalho realizado no protocolo de dano

O trabalho em cada série e total foi mensurado e descrito na
tabela 3, a unidade de medida é o Joule (J). Nessa tabela é possivel
observar que os dois grupos (Rec >80%; Rec <80%) tiveram reducgdo
significante do trabalho realizado na segunda e na terceira séries quando
comparadas a primeira série. No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos em nenhuma das séries e nem no total de
trabalho realizado (Gltima linha).
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Tabela 3. Trabalho realizado (J) no protocolo de dano.

Rec >80% Rec <80%
Série 1 9584262 1023+186
Série 2 821+307° 828+150°
Série 3 759+280™ 739+139%
Total 25394841 2591+434

Fonte: o autor. Rec >80% = Grupo com recuperagdo maior que 80% 72
horas apds o protocolo de dano. Rec <80% = Grupo com recuperagéo
menor que 80% 72 horas ap6s o protocolo de dano. Trabalho medido em
Joule (J) e expresso em média + desvio-padrdo. * = diferenca comparada a
série 1 (p<0,01). * = diferenca comparada a série 1 (p<0,001).

7.3.3 Decaimento na capacidade de producdo de forca
imediatamente apds o protocolo de dano

Ambos os grupos tiveram similar reducdo na capacidade de
producdo de forca (figura 21) imediatamente ap6s o protocolo de dano
(p>0,05).

o)
g

N
[6)]
1

pico de torque (N-m™)
b S

% de decréscimo no

0-

L
Rec >80% Rec <80%

Figura 21 — Perda da capacidade de produgio de forca, em N-m™,
imediatamente apds a execucdo do protocolo de dano muscular. Rec >80%
(n=7) e Rec <80% (n=7). Valores expressos em média + desvio padrao.
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7.3.4 Marcadores bioquimicos de dano muscular

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados dos marcadores
indiretos de dano muscular. Quando lesionada, a membrana celular
perde suas propriedades de controlar o fluxo de entrada e saida da
célula, assim algumas enzimas do metabolismo energético podem ser
extravasadas para a circulacdo. Dessa forma, a mensuracao da atividade
destas no soro pode servir como um marcador indireto de lesdo celular.
Nesse estudo, foram observadas atividades de duas enzimas
citoplasmaticas encontradas no soro, a creatina cinase (CK) e a aldolase.
N&o houve diferenca significativa no periodo observado em ambos 0s
grupos e nem entre grupos (p>0,05).
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Tabela 4 — Marcadores bioquimicos de dano muscular.

Rec Rec
>80% <80%
Basal 24h 48h 72h Basal 24h 48h 72h

Creatina 125 234 308 561 147 250 197 1003

cinase [110-178] [131-554] [199-2317] [280-1282] [103-246] [103-1091] [98-790] [125-2346]

(U/L)
Aldolase 5,2 8,5 75 8,1 8,9 10,6 9,1 8,9

(U/L) [3,0-8,9] [4,5-10,2] [4,4-10,3] [2,0-10,8] [7,8-11,3] [8,9-17,3] [8,3-20,8] [3,7-10,8]

Valores expressos em mediana [intervalo interquartil]. Foi utilizado o Teste de Friedman com pos-teste de Dunn. N&o
houve diferenga significativa nos tempos observados dentro do grupo e entre os grupos (p>0,05).
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7.3.5 Contagem de células imunitarias

Na Tabela 5 estdo apresentados os dados de contagens de
células imunitarias no sangue total. Os dados absolutos para leucdcitos,
linfécitos, neutréfilos e mondcitos estio na concentracdo de 10°
células/pL de sangue. Nas Ultimas linhas da tabela é possivel observar
os valores em percentis. Sendo esse valor condizente com a sua
contribuicdo na quantidade total de leucdcitos. Os dados mostram que
ndo houve diferenga significativa na contagem absoluta e relativa de
leucocitos totais, linfécitos e mondcitos para ambos os grupos. No
entanto, para a contagem relativa de neutréfilos, o grupo Rec <80%
apresentou elevacdo na proporcao desse tipo celular nos momentos 24h
e 48h quando comparado ao basal (p<0,05).



Tabela 5. Contagem de células imunitérias dos sujeitos nas quatro observagoes.
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Rec
>80% <80%
Basal 24h 48h 72h Basal 24h 48h 72h
Leucdcitos 3.8 45 45 5.7 5.5 5.5 4.6 47
totais” [3.8-6.1] [3.5-6.9] [3.5-7.8] [3.5-7.6] [4.4-6.9] [3.7-6.7] [3.1-5.8] 3.0-6.2]
Linfécitos® 0.9 1.3 1.1 1.2 1.6 1.0 0.9 1.1
[0.4-1.2] [0.6-2.4] [0.8-1.6] [0.5-2.7] [0.5-2.1] [0.3-1.4] [0.5-1.4] [0.3-1.3]
Neutroéfilos® 2.7 2.7 3.8 3.4 3.1 3.2 3.0 2.6
[2.2-4.1] [2.3-3.5] [2.6-5.0] [2.6-4.2] [2.5-3.8] [2.6-4.0] [2.6-3.4] [2.2-3.4]
Mondcitos” 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.7 0.8
[0.5-1.1] [0.7-1.2] [0.5-0.9] [0.5-1.0] [0.5-0.9] [0.6-0.9] [0.5-1.1] [0.5-1.3]
Linfocitos 20 23 17 23 28 19 19 22
(%) [16-22] [17-34] [8-22] [15-35] [15-40] [11-21] [13-20] [10-24]
Neutroéfilos 62 56 67 59 58 64 63 63
(%) [56-65] [49-61] [56-72] [45-72] [47-68] [62-72]° [60-70]° [59-70]
Monécitos 19 19 13 15 14 17 18 18
(%) [15-22] [15-20] [11-20] [12-16] [11-18] [15-18] [14-20] [16-19]

Fonte: o autor: Rec >80 e Rec <80%. Valores expressos em média + desvio-padrdo ou mediana [intervalo interquartil]. * =
concentracao de 10° células/uL. * = diferenca significativa quando comparada com o basal (p<0,05).
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7.3.6 Fenotipagem de mondcitos

Foram realizados experimentos de citometria de fluxo para
observar o fenétipo e prevaléncia de subtipos de células do sistema
imunitario circulantes. A figura 22(A) descreve a % de células positivas
para a proteina de membrana CD14, correspondendo assim a mondcitos
circulantes. Nota-se que a quantidade de células néo foi estatisticamente
diferente no decorrer do tempo observado em nenhum dos dois grupos
(Grupo Rec >80% BASAL = 6,9+2,0; 24h = 7,7£1,2; 48h = 6,9+1,3 e
72h = 7,2+1,4% vs. Grupo Rec <80% BASAL =5,1+1,8; 24h = 5,412 5;
48h = 5,9+1,6 e 72h = 5,5%1,6%). Ainda, em nenhum momento houve
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

No gréfico abaixo (figura 22B), é possivel observar a % de
células que foram positivas apenas para o marcador CD14, ou seja,
CD14™"CD16". Esses mondcitos, denominados classicos ndo exibem
positividade para a proteina CD16. Nao foi observada diferenca no
decorrer dos dias em ambos os grupos (Grupo Rec >80% BASAL =
95,9+1,6; 24h = 95,543,4; 48h = 96,4+1,9 e 72h = 95,7+3,1% vs. Grupo
Rec <80% BASAL = 90,245,4; 24h = 92,0+3,8; 48h = 93,7+2,5 e 72h =
92,5+4,2). No entanto, pdde-se observar diferenca significativa entre os
grupos no momento basal (p<0,05).
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Figura 22 — Valores apresentados em média + desvio-padrdo. Em (A) 0 %
de células CD14" no total de eventos lidos por citometria de fluxo (n=7 para
cada grupo). No grafico (B) a % de células CD14*/CD16". * = diferenca
comparado ao momento basal (p<0,05).
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Na figura 23 estéd apresentado o modelo de andlise utilizado no
software Flowing® para quantificar a expressao da proteina CD11b em
membranas de células CD14". Na figura 24(A) estdo representados os
valores de fluorescéncia (em unidades arbitrarias) da expressdo da
proteina de membrana CD11b em células CD14" adquirido por meio da
citometria de fluxo. No gréfico inferior (B) esta demonstrada a variacdo
da expressdo dessa proteina nos intervalos indicados no eixo das
abscissas. Foi realizada a ANOVA de duas vias para identificar as
diferencas na expressdo dessa proteina em funcdo da recuperacdo da
forca e no decorrer do tempo observado. N&o foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos. O tamanho amostral para esses
resultados foi menor que para as outras analises, isso ocorreu devido ao
término do anticorpo utilizado para marcar a proteina de membrana
CD11b.

Dot Plot (1)

Dot Plot (2)

§ . ik ’ E

SSC-A
SSC-A

FSC-A fd PerCP-CyS-5-A g

Histogram (3)
& Statistics (4)
S H-4 I Events | % of Vis | Mean GeoMean | Median | CV
All events | 22.843 [ 100,00 [1.568,52 | 280,53 [1.165,22 [ 99,21
H-3 H-3 6.254 | 27,38 9,66 6,45 9,31 69,71
— | H4 16.586 | 72,61 2.154,82 | 1.162,90 | 2.548,30 | 66,65
k_'_’_'? =
APC-A am

Figura 23 - Modelo de analise da CD11b em células CD14". Fonte: o autor.
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Figura 24 — U.A. = Unidades Arbitrarias. (A) Expressdo de CD11lb em
células CD14" apresentada em mediana e intervalo interquartil. (B)
Variagdo em percentual na expressio de CD1lb em células CD14"
comparado ao momento basal. Grupo Rec >80% (n=4); Grupo Rec <80%
(n=5).



88

Na figura 25 esta demonstrado o modelo de analise utilizado no
software Flowing® para a quantificacdo da expressdo da proteina
p47°™ no citoplasma de células CD14". Na figura 26(A) é possivel
observar que no grupo Rec >80% a expressdo da p47"™ aumentou
significantemente 24h ap6s o dano (p<0,01) retornando aos valores
basais 48h ap6s o dano (BASAL = 67,5t14,2; 24h = 88,3t7,5; 48h =
76,9+10,0 e 72h = 76,0+10,7). J& no grupo Rec <80% houve diferenca
na expressdo dessa proteina nos momentos 48h e 72h quando
comparados ao momento 24h (p<0,05) (BASAL = 73,0+17,4; 24h =
70,9+26,8; 48h = 92,44+21,0 e 72h = 91,6+27,1). Quando observada a
variacdo na expressdo da p47°"™ em células CD14" gréfico inferior (B),
pOde-se observar um comportamento antagonista entre oS grupos nas
primeiras 24 horas apés o protocolo de dano. O grupo Rec >80% teve
variagdo positiva (~50%) enquanto o grupo Rec <80% teve variacdo
negativa (~20%), essa diferenga foi estatisticamente significante entre os
grupos no intervalo basal-24h (p<0,05). Também foi possivel observar
essa diferenca no grupo Rec <80%, em que o intervalo basal-24h foi
estatisticamente diferente (p<0,01) dos outros intervalos (basal-48h e
basal-72h).
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All events | 1.406 | 100,00 144,78 | 122,13 125,21 | 254,72
H-3 3 021 2013 19,99 2148 11,59
—>" H4 1401 99,64 131,23 | 121,84 125,21 | 38,76
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Figura 25 - Modelo de analise da p47°" em células CD14". Fonte: o autor.
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Figura 26 — (A) Expressdo da proteina p47°" em células CD14"*. (B)
Variac&o em percentual na expressdo da p47”"™ em células CD14". Valores
apresentados em média e desvio-padrdo. * = diferenca quando comparado
ao momento basal (p<0,01). * = diferenca quando comparado ao momento
24 horas (p<0,05). * = diferenca entre grupos no mesmo momento (p<0,05)
(n=7 para ambos 0s grupos).
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7.3.7 Produtos do estresse oxidativo

Foram analisados dois produtos do estresse oxidativo nos
voluntarios desse estudo e os mesmos estdo apresentados na figura 27.
Para as concentracBes de proteinas carboniladas, apresentadas em
nmol/mg de proteina, ndo houve diferenca significante entre os grupos e
nos momentos observados (Grupo Rec >80% BASAL = 2,7[1,0-3,2];
24h = 2,7[2,5-3,1]; 48h = 2,2[1,4-2,6] e 72h 2,4[1,5-3,3] vs. Grupo Rec
<80% BASAL = 1,6[1,4-2,2]; 24h = 1,2[0,6-2,3]; 48h = 2,8[1,6-3,6] e
72h = 3,3[1,9-3,6].

No entanto, para as concentra¢fes de hidroperdxidos lipidicos
(umol-mL™), pdde-se observar um aumento nas concentragfes deste
marcador 48 horas quando comparado aos valores pré-exercicio (Basal
= 3,6[1,5-4,8] vs. 48h = 12,9[4,4-17,6]) no grupo Rec >80%. J& no
grupo Rec <80% nao houve diferenca no periodo observado (BASAL =
2,3[1,5-2,9]; 24h = 2,9[2,3-3,8]; 48h = 2,7[2,5-4,6] e 72h = 2,9[1,8-4,6].
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Figura 27 — Concentracdo de proteinas carboniladas (A) e hidroperéxidos
lipidicos (B) no plasma. Dados apresentados em mediana e intervalo
interquartil. * = diferenca com o basal (p<0,05); * = diferenca entre os
grupos no mesmo momento (p<0,05).
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8 DISCUSSAO

Esse estudo se utilizou de individuos do sexo masculino,
aparentemente saudaveis, adultos e fisicamente ativos, porém ndo
inseridos em programas de treinamento sistematizados. A tabela 1
resume 0s dados caracteristicos dos individuos. Péde-se observar que
ndo houve diferencas significativas entre os grupos quanto a idade,
massa corporal, estatura, IMC e % de massa gorda. Essa similaridade
entre 0s grupos proporciona maior confiabilidade para a anélise das
variaveis, reduzindo a chance de interferéncias por fatores ambientais,
nutricionais, niveis de aptidao fisica, idade, entre outros.

A capacidade de producéo de forca tem sido apontada como o
melhor marcador de dano ao musculo esquelético (BYRNE; TWIST;
ESTON, 2004; PROSKE & MORGAN, 2001). Diante disso, foram
realizadas mensuragdes da fungdo muscular por meio da capacidade
voluntaria maxima isométrica, resultando no pico de torque produzido
em um angulo de 90° de flexdo de cotovelo. Péde-se observar que em
ambos os grupos, houve uma diminuigdo significativa do pico de torque
24h ap6s o protocolo de dano muscular (Figura 20). Essa reducdo na
capacidade de producédo de for¢a manteve-se nos outros dias observados
(48h e 72h) no grupo Rec <80%, no entanto, o grupo Rec >80% mostrou
aumento significativo do pico de torque no ultimo dia desse estudo
(72h) quando comparado com os valores em 24h, mostrando que
embora ndo houve recuperacdo total da forca, houve melhora
significativa quando comparada ao prejuizo em 24h. Esses resultados
véo ao encontro dos achados por Jamurtas et al., (2005) que observaram
significante decréscimo no pico de torque isométrico ap6s um protocolo
de exercicio excéntrico. No entanto, esses pesquisadores observaram as
diferencas entre os danos causados no biceps braquial e no quadriceps,
sendo possivel observar que o quadriceps recupera toda sua capacidade
trés dias apds o protocolo estabelecido e o biceps tem um atraso na
recuperacao. Nesse estudo os autores observaram por 96h apds o dano
muscular e ndo perceberam retorno & funcionalidade normal do biceps
braquial. Embora houvesse dois grupos em nosso estudo, um com
recuperacdo >80% e outro com recuperacdo <80% no periodo de 72
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horas ap6s o dano, nossos achados corroboram os desses pesquisadores,
com recuperacdo mais lenta desse grupamento muscular para esse tipo
de dano.

Em revisdo, Paulsen et al., (2012) sugerem que os resultados da
capacidade de producdo de forca devem levar em consideracdo a
magnitude do dano induzido pelo exercicio (baixo, médio e alto dano) e
a resposta dos individuos ao protocolo (do inglés, high, medium and low
responders). Os mesmos autores em outro estudo (PAULSEN et al.,
2010) usaram o pico de torque para identificar a magnitude do dano e a
resposta dos individuos. Aparentemente, 0s participantes em nosso
estudo seriam classificados como “medium responders”, com perda da
capacidade de producéo de forca em torno de 40% (figura 21). Como foi
observado reducgdo no trabalho realizado de acordo com o nimero de
séries executadas (Tabela 3), a perda na capacidade de producdo de
forca imediatamente apds o protocolo pode ter tido um componente
metabdlico, que contribuiu para esse decréscimo funcional. No entanto,
a diminuicdo da funcdo muscular se manteve por 24 e 48 horas ap6s o
dano, excluindo fatores metabolicos para o decréscimo na capacidade de
producdo de forca (PAULSEN et al., 2012).

A principio existem algumas razBes para que o biceps tenha
uma recuperacdo mais lenta perante o dano induzido por agdes
excéntricas. A primeira delas é o seu uso no cotidiano, que colocaria o
quadriceps numa condigdo de protecdo a esse tipo de estimulo apenas
pelo exercicio de atividades diarias (andar em declive, descer escadas)
(BROWN, 1997). O outro motivo é a arquitetura do musculo utilizado,
0 biceps tem fibras dispostas em séries (fusiformes), essa disposi¢éo
favorece a velocidade da contra¢do em detrimento da producéo de forca.
Ja o quadriceps apresenta disposicdo das fibras formando angulos em
direcdo ao tenddo (multipenadas), proporcionando maior eficiéncia na
capacidade de producdo de forga em detrimento da velocidade da
contragdo. Essas diferencas arquitetdnicas sugerem que as fibras do
biceps sdo mais susceptiveis aos danos induzidos pelo exercicio
excéntrico do que as fibras do quadriceps (disposicdo multipenada)
(FRIDEN; LIEBER, 2001). Outro ponto que pode ser relevante,
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colocado por Proske e Morgan (2001), é a predominéncia de fibras
musculares presentes no musculo exercitado, pois as fibras do tipo Il
(altamente presentes no biceps braquial) seriam mais sensiveis aos
danos induzidos por esse tipo de contracao.

O aumento na contagem de leucdcitos totais tem sido mostrado
em diversos modelos de dano ao musculo esquelético por exercicio
excéntrico (KANDA et al., 2013; MALM et al., 2004). No entanto, o
protocolo de dano que foi utilizado neste estudo ndo foi capaz de
promover alteracfes nas contagens dessas células (Tabela 5). No houve
também, variacdo na quantidade de linfécitos totais e relativos. Um
estudo conduzido por Malm et al., (2004) encontrou alteracfes na
contagem e proporcdo dos subtipos de linfocitos. Entretanto, em nosso
estudo, ndo foram observados os subtipos dessa classe celular.

Os neutréfilos compde o subtipo de leucécitos com maior
predominancia em humanos e h4 uma grande mobilizacdo desse tipo
celular para o muasculo esquelético apés o dano. Em modelo muito
similar ao desse estudo, Pizza et al., (1996) encontraram aumento
significativo na contagem de neutrdfilos 48 horas apds o protocolo de
dano muscular. Quando esse mesmo grupo de individuos realizou
novamente esse protocolo (2 semanas apds o primeiro), foi possivel
observar que o primeiro teve aumento significativo na contagem de
neutréfilos 6 e 24 horas apds o dano quando comparado com o segundo
protocolo de dano. Nossos resultados apontam aumento na contagem de
neutréfilos apenas no grupo Rec <80%, o que dificulta a comparagdo
com o estudo de Pizza et al., (1996), visto que ele ndo mensurou a
capacidade de producdo de forca apds o protocolo. O aumento na
contagem de neutr6filos também foi visto em um estudo de Saxton et
al., (2003). Nesse estudo, foram observadas as diferencas entre dois
protocolos de dano, um com maior participagdo sistémica e outro com
menor, em ambos os protocolos foi observado incremento no nimero de
neutréfilos. Em protocolo de 10 séries compostas de 40 repeticdes,
Kanda et al., (2013) observaram neutrofilia, ou seja, aumento na
contagem de neutrofilos circulantes 4 horas ap6s o dano. Vale ressaltar
que esses dois estudos supracitados utilizaram como musculo primario



95

para execucdo do protocolo o quadriceps, tendo em vista que esse
musculo é consideravelmente maior em relacdo ao utilizado em nosso
estudo (biceps braquial), essa diferenca de volume pode explicar as
diferencas encontradas nas varia¢des das contagens de neutrofilos.

O modelo de dano utilizado em nosso estudo ndo foi capaz de
provocar alteracbes na contagem de mondcitos. Esses resultados
corroboram aos achados de por Pizza et al. (1996) e Saxton et al., (2003)
gue também ndo observaram alteragdes significativas nos mondcitos
circulantes ap6s um protocolo de exercicio excéntrico composto de 25
repeticdes para os flexores de cotovelo e 50 repeticdes para quadriceps,
respectivamente.

Esses resultados divergentes na contagem de células podem ser
explicados pelas diferencas entre protocolos, grupamento muscular
utilizado ou quantidade de massa muscular recrutada durante o exercicio
(PEAKE; NOSAKA; SUZUKI, 2005). Outro ponto importante é que
nem todos os estudos apontam a quantidade de trabalho realizada no
protocolo de dano nem o comportamento do musculo nos dias que
sucedem o exercicio (i.e. capacidade de producédo de forca) o que torna a
comparagdo entre resultados dificil. Além disso, deve-se considerar a
alta taxa de variabilidade entre individuos, o que torna dificil a analise
entre estudos principalmente com amostras pequenas. Em reviséo,
Paulsen et al., (2012) sugerem que as conclusdes relativas a protocolos
levem em considera¢do a magnitude do dano ao musculo induzido pelo
exercicio (baixo, médio e alto dano) e a resposta dos individuos ao
protocolo (muito, médios e pouco sensiveis). No entanto, ainda ndo
existem ferramentas para afirmar qual é a sensibilidade de um individuo
ao protocolo de dano.

Em nosso estudo ndo foi possivel observar variagdes nos
marcadores bioquimicos de dano muscular nem em relagdo ao tempo e
nem entre 0s grupos. Foram avaliadas atividades de duas enzimas no
soro dos individuos, a creatina cinase (CK) e a aldolase. Nossos
resultados vao de encontro aos achados por outros pesquisadores, que
frequentemente tém encontrado aumento da atividade dessas enzimas
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circulantes (KANDA et al., 2014; BLACKWELL et. al., 2015). As
possiveis explicacdes para esses resultados contrarios sdo as variacdes
interpessoais, o musculo utilizado, estado de treinamento e protocolo
adotado. No estudo conduzido por Kanda et al., (2014) o protocolo
utilizado visou os membros inferiores, essa diferenca pode ser a razdo
para o0s resultados conflitantes entre esse estudo e 0 nosso,
possivelmente, devido ao tamanho do grupo muscular utilizado.
Alteracdes na atividade da CK foram observadas por Blackwell et al.,
(2015), que utilizou um protocolo de dano para flexores de cotovelo e
observou o pico de atividade da CK 4 dias ap6s o dano. No entanto, o
protocolo utilizado foi de 3 séries de agdes excéntricas com carga de
80% de 1 repeticdo maxima até a exaustdo. Esse protocolo pode ter
causado maior dano ao biceps que o utilizado em nosso estudo, podendo
justificar o acréscimo na atividade dessa enzima no soro.

A citometria de fluxo tem sido utilizada em diversos estudos em
pesquisa e na clinica. Essa técnica é eficiente no diagnéstico de certas
doencas e seu uso na fenotipagem de células sanguineas tem aumentado
muito nas Ultimas décadas, com anticorpos cada vez mais especificos e
sensiveis. Essa técnica foi utilizada nesse estudo para observar o
fenotipo dos mondcitos, que compde um tipo de célula do sistema
imunitario e que estdo intimamente envolvidos no processo de reparo do
tecido muscular (ARNOLD et al., 2007; CHAZAUD et al., 2003).

As células foram expostas ao marcador da proteina CD14, um
receptor de lipopolissacarideo que € altamente expressa em monocitos.
Na figura 21(A) é possivel observar a quantidade de eventos positivos
para a proteina CD14 nas amostras lidas por citometria de fluxo,
considerando o total de eventos como 100%. O grupo Rec >80%
apresentou valores préximos de 10% do total de eventos em todos os
dias do estudo, sem diferenca entre os dias observados e que condizem
com os valores encontrados na literatura para essa classe celular
(YONA; JUNG, 2010). Na figura 21(B) é possivel observar % de
células CD14"CD16". O outro subtipo de mondcito, CD14°CD16" é
menos abundante e foi considerado como a diferenga entre os valores de
CD14""CD16 e 100%. Esse tipo de célula foi classificado como
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mondcito inflamatdrio devido as suas caracteristicas de secretar
citocinas de perfil pro-inflamatdrio (Ex.: TNF-a)) quando comparado aos
mondcitos classicos (BELGE et al., 2002). Entretanto, essas potenciais
atividades pro-inflamatdrias desse subtipo celular tém sido postas a
prova (WONG et al., 2012) o que torna a denominagdo como mondcitos
pré-inflamatorios equivocada. Nota-se que ndo houve diferenca
promovida pelo exercicio na propor¢do de células CD14""CD16™ nos
dias observados em nenhum dos dois grupos. No entanto, o grupo Rec
>80% teve maior proporcdo desse tipo de mondcito no momento basal
comparado ao grupo Rec <80%.

Em um estudo conduzido por Simpson et al., (2009), foi
observado que apdés um protocolo de 45 minutos de corrida a 75% do
VO,max. @S proporgdes de mondcitos CD14""CD16™ e CD14'CD16" se
alteraram, com  diminuicdlo dos mondcitos CD14"'CD16
imediatamente apds o exercicio e incremento desse subtipo celular 1
hora apds o exercicio. O oposto foi observado nos mondcitos
CD14'CD16", houve um acréscimo imediatamente apds o exercicio
guando comparado com o valor basal seguido por diminuicdo 1 hora
apos. A razdo de tal discrepancia entre resultados é o modelo de
exercicio utilizado, ja que uma atividade aerébia de 45 minutos tem
maior participacdo do sistema cardiovascular, redistribuicdo do fluxo
sanguineo, mobilizacdo hormonal e energética, enquanto nosso estudo
teve 0 objetivo de observar as variagdes nos subtipos de mondcitos
perante a um dano local. Outro ponto importante é a diferenca nos
periodos observados, enquanto puderam-se observar variacdes
significativas imediatamente e ap6s uma hora de exercicio, nosso
modelo avaliou as diferencas em dias, sendo assim, tais variagdes
podem néo ter sido vistas apenas por questdes temporais e ndo porque
n&o existiram.

A maior propor¢do de mondcitos CD14"CD16" no grupo Rec
<80% no momento basal um dado interessante do nosso estudo. Uma
maior propor¢do de mondcitos ndo classicos esteve atrelada a
inatividade fisica em idosos (TIMMERMAN et al., 2008) e quando
esses individuos foram expostos a treinamento aerébio de 12 semanas, a
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proporcdo de mondcitos CD14°CD16" diminuiu atingindo valores
similares aos encontrados em idosos ativos. Utilizando-se de modelo
animal, Arnold et al., (2007) demonstraram que mondcitos ndo cléssicos
ndo infiltram no muasculo apés um dano induzido por toxina. Tendo em
vista que os mondcitos trocam seu fenétipo quando migram para o
tecido, os mondcitos cléassicos trocariam de configuracéo fenotipica para
macréfagos M1 (Pro-inflamatorios) que tem um potencial fagocitico e
quimioatrativo maior do que os macréfagos M2 (Anti-inflamatorios),
além de participar da ativacdo de células satélites quiescentes. Ainda
segundo esse autor, 0 aumento de macrdfagos M2 no tecido em reparo
se da em torno de 3-4 dias apds o dano, sendo esse aumento devido a
mudanca de fenétipo dos macréfagos que ja estdo no local de reparo. A
troca de fenotipo (de M1 para M2) parece ser dependente da condicao
do ambiente, ou seja, quanto mais cedo os debris celulares forem
removidos, antes havera a conversdo de M1 para M2 (CHAZAUD et al.,
2009). Evidentemente que os achados encontrados nos estudos
supracitados ndo podem ser diretamente transpostos para humanos, pois
0 modelo de lesdo é diferente assim como o time course do reparo nos
animais. Considerando os achados dos modelos animais, nosso estudo
aponta que o Grupo Rec <80% teve menos mondcitos disponiveis para a
infiltracdo no musculo ap6s o dano, esse dado poderia explicar a razéo
pela qual esse grupo apresentou baixa capacidade de recuperagdo da
forga isométrica 72 horas ap6s o dano induzido por exercicio excéntrico.
No entanto, estudos sdo necessarios para averiguar qual o impacto
fisiolégico nessa diferenca no time course do reparo do tecido muscular.

Na figura 22 estdo os resultados da expressdo da proteina de
membrana CD11b em células CD14". Nota-se que ndo houve alteracio
significativa na expressdo dessa proteina. Na figura 22(B), estdo os
dados da variagdo da expressdo em relacdo ao momento basal, em que
também ndo foi observada diferenca na expressdo conforme os dias.
Esses resultados vdo de encontro aos achados de Pizza et al., (1996) que
encontraram expressdo aumentada de CD11b em mondcitos 24 horas
ap6s um protocolo de dano ao biceps braquial por exercicio excéntrico.
Outro estudo tem atentado para as diferengas na expressdo de CD11b
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em mondcitos sob diferentes protocolos de exercicios, com maiores ou
menores estresses sistémicos (STEP e exercicio excéntrico para
quadriceps, respectivamente), verificou-se que a expressdo de CD11b
em mondcitos ndo foi alterada em ambos os protocolos (SAXTON,
2003). Em revisdo realizada por Peake, Nosaka e Suzuki (2005) é
possivel observar que a expressdo de CD1lb em mondcitos pode
aumentar em torno de 10-40% ou mesmo diminuir (30%) em modelos
de dano por ac¢des excéntricas.

O aumento da peroxidacdo lipidica 48 horas apés o dano no
grupo Rec >80% (figura 24B) é um indicio que esse aumento na
expressdo da p47°"™ conduziu uma maior atividade do complexo Nox.
O complexo Nox é apontado como unidade fundamental para o burst
respiratério nos mondcitos, fator essencial na fagocitose desempenhada
por essas células (EL-BENNA et al., 2009). Esses dois resultados,
aumento da p47°"* e da peroxidacdo lipidica, contribuem para a
afirmacdo que a geracdo de EROs esteve aumentada nesses individuos,
0 que poderia explicar o motivo pelo qual estes tiveram uma
recuperacdo precoce da capacidade de geragdo de forca do que o outro
grupo. Segundo a literatura, as EROs oriundas do complexo Nox
parecem bloquear a atividade da PTP (proteina tirosina fosfatase) que
tem papel inibidor na RTK (receptor de tirosina cinase), que por sua
vez, atua na ativagdo de diversas cascatas de sinalizagdo, como a
ERK1/2, p38/MAPK, JNK e PI3K (FU et al., 2014). Dessa forma, a
atuacdo das EROs resulta na ativacdo desses eventos, com especial
atencdo para a ativacdo da p38/MAPK no processo de reparo do tecido
muscular esquelético.

O processo de reparo muscular envolve a ativacdo de células
satélites, essa ativacdo resulta em proliferacdo destas e podendo apds
esse evento, voltar ao estado quiescente ou se diferenciar em midcitos.
Esses midcitos diferenciados fardo o processo de fusdo com miofibrilas
existentes. A proliferacdo de células satélites deve ser controlada para
gue nao seja insuficiente ou excessiva, proporcionando condicGes ideais
para que o0s proximos eventos possam ocorrer de forma eficiente
(BRIEN et al.,, 2013). Os sinais envolvidos na interrup¢do ou
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continuagdo da proliferacdo das células satélites sdo mediados
principalmente pela via da p38/MAPK. Existem quatro subtipos de p38
(p38a, p38p, p38y e p38d), sendo que as isoformas a e y sdo as mais
expressas no musculo esquelético (CUADRADO; NEBREDA, 2010).
Em um estudo realizado por Brien et al., (2013) foi observado que ratos
submetidos & injecdo de cardiotoxina, knock-out para a p38a, tiveram
aumento no tempo de proliferagdo de células satélites e no pool dessas
ao final do experimento (25 dias). A falta da p38a ndo alterou a
capacidade de reparo nem o tamanho das fibras no final do periodo
observado, no entanto, esse prolongamento na proliferacdo de células
satélites resultou em atraso na diferenciacdo das mesmas para midcitos,
mostrando um time course diferenciado para esses animais.

Sabendo que as EROs podem atuar como segundos mensageiros
ativando a via p38/MAPK, essa via mais ativada poderia supostamente
atuar na regulacdo da proliferacdo de células satélites e conduzindo
entdo, a diferenciacdo destas, devolvendo precocemente a
funcionalidade desse tecido de uma maneira tempo-dependente. Outro
dado que suporta esse raciocinio foi sugerido por Tidball et al., (2014),
em que coloca as EROs ativando, de forma autdcrina, a via NF-xB nos
macréfagos infiltrados no mdsculo danificado, que culminara na
producdo e secre¢do de citocinas de perfil pro-inflamatério, como TNF-
a, IL-1B. Essas citocinas sdo conhecidas por ativar a via MAPK/p38,
promovendo diferenciagdo e fusdo dos miécitos recém-formados.

Vérios estudos tém utilizado os danos as moléculas lipidicas
para caracterizar um quadro de estresse oxidativo. Dentre 0s que
utilizaram a determinacéo de hidroperoxidos lipidicos, os resultados tém
se mostrados inconclusivos, com aumento ou sem nenhuma alteracéo
nas concentraches desse intermediario da peroxidacdo lipidica
(QUINDRY et al., 2011; PASCHALIS et al., 2007; CHILDS et al.,
2001). Esses resultados podem ser divergentes pelo modelo de dano
utilizado bem como pelo tamanho da amostra. No presente estudo, foi
possivel observar aumento nos hidroperdxidos lipidicos apenas no grupo
Rec >80% no momento 48 horas. A possivel explicacdo para esse
fendmeno pode ser o aumento da expressio da p47""™ (proteina
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reguladora do complexo Nox) nos mondécitos no momento 24 horas,
fazendo com que essas células tivessem maior eficiéncia na atividade
fagocitica quando em contato com o musculo inflamado.

Nossos resultados de proteinas carboniladas vao de encontro
aos encontrado por Silva et al., (2010) que observaram incremento nas
concentracBes deste marcador 4 dias apds dano induzido por exercicio
excéntrico. No entanto, esses autores utilizaram em seu protocolo
experimental 0 movimento excéntrico apenas segurando um halter.
Desse modo, a velocidade e a amplitude do movimento podem ndo ter
sido uniformes. Sendo que esses dois componentes sdo fatores
determinantes para o grau de lesdo nas propriedades contrateis do
musculo (PROSKE & MORGAN, 2001), os dados observados ficam
dificeis de serem comparados. Ainda, ndo foi observada a recuperacdo
da forca apds o protocolo de dano e sabendo que a producdo de EROs
esta atrelada a fase do reparo tecidual, também dificulta tracar um
paralelo sobre as alteracdes plasmaticas e o seu reflexo com a situagéo
intramuscular. A auséncia de alteracdo nas concentracfes de proteinas
carboniladas pode ser explicada pelo método empregado. A mensuracdo
de grupos carbonil presentes nas proteinas do plasma é inespecifica,
podendo ndo representar os danos as proteinas contrateis do tecido
muscular. As proteinas plasméaticas mais abundantes sdo a albumina e as
imunoglobulinas (GRIFFITHS et al., 2014), dessa forma, eventuais
danos as proteinas podem depender do grau do estado redox e das taxas
de clearance dessas moléculas no organismo.

Em estudo realizado por Margaritelis et al., (2014) foi utilizado
0 exercicio excéntrico para promover dano a musculatura do quadriceps.
Foi observada reducdo da capacidade de producdo de forca 48 horas
apo6s o dano juntamente com aumento nas concentracfes de proteinas
carboniladas. Um dado interessante desse estudo foi o tamanho da
amostra utilizada, que foi composta de 98 individuos. Os autores
puderam observar que 13% dos participantes apresentaram reducao das
proteinas carboniladas enquanto que em 21% dos individuos ndo houve
alteracGes. Esses dados sdo interessantes para mostrar a alta
variabilidade das respostas nesses parametros de estresse oxidativo, em
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que pelo tamanho da amostra em nosso estudo, a falta de alteracdes nas
concentraces de proteinas carboniladas pode ser devido ao pequeno
tamanho da amostra. A figura 28 mostra os principais resultados
encontrados nesse trabalho de forma resumida.

OGrupo Rec >80%
@ Grupo Rec <80%

Forca

46

Fenotipo de monécitosg>‘ F
O Q
Expressao da p47rhox O/ ‘

Producao de
hidroperoxidos
lipidicos

Basal 24 48 )

Figura 28 — resumo dos principais resultados encontrados nesse trabalho.
Circulos brancos representam os individuos com recuperagdo maior que
80% da forca no ultimo dia de observacdo. Circulos pretos representam os
individuos com recuperacdo menor que 80% da forca no dltimo dia de
observacdo.

Algumas limita¢Ges desse estudo devem ser evidenciadas, como
0 pequeno numero amostral. Alguns marcadores utilizados possuem
grande variacdo individual, dessa forma, estudos com amostragens
pequenas tornam os resultados inconclusivos devido a essas variagdes.
Outra limitagdo relevante é a auséncia de ferramentas diretas de
avaliagdo acerca do musculo esquelético. Embora exista uma
comunicacdo entre o tecido utilizado para o dano e a circulacdo
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sistémica, nem tudo o que é observado no sangue é reflexo direto do que
esta acontecendo dentro do musculo, deixando assim, as inferéncias dos
mecanismos e eventos intramusculares puramente especulativos
apoiando-se na literatura existente. Em relacdo as células circulantes do
sistema imunitario, vale ressaltar que existem outros mecanismos que
estdo envolvidos na eficiéncia dessas células (i. e. diapedese, producdo e
secrecdo de citocinas, entre outros), e que ndo foram mensurados nesse
estudo. Além dos outros tipos celulares, como neutréfilos e linfocitos,
gue também participam do processo de reparo do musculo esquelético.
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9 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, é possivel concluir que o
protocolo utilizado nesse estudo promoveu dano ao biceps braquial
evidenciado pela reducdo na capacidade de producdo voluntaria de
forca. Contudo, outros marcadores indiretos de dano muscular néo
foram modificados significativamente, como a atividade das enzimas
creatina cinase e aldolase. Além disso, a prevaléncia de mondcitos
CD14™CD16™ no momento basal e a atividade da Nox mostraram
padrdes distintos quando a capacidade de recuperacdo da forca foi
levada em consideracdo em nossos resultados. Outro resultado
importante foi 0 aumento na expresséo da p47°™ 24h apés o basal no
grupo Rec >80%, enquanto no grupo Rec <80% esse aumento foi
relativamente tardio (48 e 72 horas), esses dados sugerem que a ordem
temporal em que 0s eventos imunitarios acontecem pode impactar na
eficiéncia do reparo do tecido estudado.
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10 PERSPECTIVAS

Para pesquisas futuras, restam algumas perguntas que esse
trabalho ndo foi capaz de responder: (1) 0 que causa 0 aumento na
expressdo da p47°"™ nos mondcitos, (2) qual o impacto desse aumento
dentro do tecido danificado durante o processo de reparo (i. e.
capacidade fagocitica, producéo de EROs, sinalizacio celular), (3) quais
marcadores bioquimicos de dano muscular fornecem uma correlagio
confiavel acerca da magnitude do dano e do estagio de reparo do tecido.
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APENDICES

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA CATARINA

Participante n®__
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario da
pesquisa intitulada “Avaliacdo do contetido da p47°"* e fenétipo de
mondcitos apds dano muscular promovido por exercicio excéntrico
em individuos saudéveis” de responsabilidade do pesquisador Prof. Dr.
Everson Aradjo Nunes. Neste estudo, pretendemos avaliar quais sdo as
alteragdes no perfil imunolégico, principalmente mondcitos, na
recuperacdo da forca muscular ap6s o dano induzido por exercicio
excéntrico.

Esse estudo sera constituido por quatro dias, sendo que no
primeiro dia vocé realizardA um protocolo de exercicio excéntrico,
utilizando um membro superior e um teste de forca maxima. Nos outros
dias apenas serad realizado o teste de forca maxima. Necessitaremos
realizar uma coleta de 12 mL de sangue (3 tubos), em 4 momentos, em
cada uma das fases: antes e 24, 48 e 72 h, apds o exercicio. Medidas de
peso, estatura e dobras cutaneas serdo efetuadas na semana anterior ao
inicio do estudo. VVocé devera manter os seus habitos de atividade fisica
e alimentacéo regulares durante o periodo do estudo; apenas solicitamos
ndo ingerir bebidas alcodlicas. Além disso, precisamos que evite
exercicios vigorosos nas 48 h precedentes a execucdo do protocolo de
exercicio excéntrico. Pedimos que, durante todo o estudo, ndo seja feito
0 uso de medicamentos ou de qualquer tipo de suplemento (ex.creatina,
cafeina, micronutrientes etc.).
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Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (n° 16832613.8.0000.0121) e
trard o desconforto das coletas de sangue e da realizacdo de exercicios
intensos. Esta pesquisa ndo oferece riscos maiores que os citados acima,
ndo tem fins lucrativos, é confidencial e 0 seu nome serd usado apenas
no primeiro momento de coleta das amostras de sangue. Em seguida, as
amostras serdo identificadas pelo nimero do seu cadastro. Os resultados
do estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, apresentados
em congressos ou eventos cientificos, sem que 0 seu nome seja
mencionado em parte alguma. Sua participacdo € voluntéria, podendo
desistir desta pesquisa em qualquer de suas fases. Se vocé tiver alguma
divida em relacdo ao estudo ou ndo quiser mais fazer parte do mesmo,
pode entrar em contato pelos telefones 3721-2289; 9637-0237. Se vocé
estiver de acordo em participar, garantimos que as informagdes obtidas e
0 material coletado serdo confidenciais e s6 serdo utilizados neste
trabalho.

Eu, abaixo assinado, concordo em participar deste estudo.

Nome do participante Assinatura Data:

Everson Araujo Nunes Henver Simionato Brunetta
Coordenador — Fone 3721-2289 Pesquisador — Fone 9637-0237

e-mail: everson.nunes@ufsc.br henver.brunetta@posgrad.ufsc.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA CATARINA

Participante n® _

Eu, declaro que li e
compreendi as informacfes contidas nesse documento. Fui devidamente
informado(a) pelos pesquisadores — Prof. Dr. Everson Aradjo Nunes e
Henver Simionato Brunetta - dos procedimentos que serdo utilizados e
da conduta deste estudo intitulado “Avaliagdo do contetido da p47°"™ e
fenotipo de mondcitos apds dano muscular promovido por exercicio
excéntrico em individuos saudaveis”, e concordo em participar da
pesquisa como voluntario. Foi-me garantido que posso retirar o
consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer
penalidade. Declaro ainda que recebi uma coOpia desse Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Floriandpolis, __ de de

Assinatura do participante voluntario

R. G.

Prof. Dr. Everson Araljo Nunes

Professor Coordenador

Henver Simionato Brunetta
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ANEXO |
QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA —
VERSAO CURTA -

Nome:

Data: / / Idade : Sexo: F ()M ()

NOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica vocé
tem como parte do seu dia a dia. As perguntas estdo relacionadas ao
tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As
perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um
lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das
suas atividades em casa ou no jardim. Por favor, responda cada questao
mesmo que considere que ndo seja ativo. Obrigado pela sua
participacéo!

Para responder as questdes lembre que:

- atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um
grande esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o
normal.

- atividades fisicas MODERADAS séo aquelas que precisam de algum
esforco fisico e que fazem respirar UMPOUCQO mais forte que o normal.

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé
realiza por pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

la Em quantos dias da Gltima semana vocé CAMINHOU por pelo
menos 10 minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de
transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como
forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum
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1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos
continuos quanto tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades
MODERADAS por pelo menos 10 minutos continuos, como por
exemplo, pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, fazer ginastica
aerobica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servigos
domeésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar
do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua
respiragio ou batimentos do coragio (POR FAVOR NAO INCLUA
CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo
menos 10 minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo
essas atividades por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades
VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos continuos, como por
exemplo, correr, fazer ginastica aerébica, jogar futebol, pedalar rapido
na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa,
no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer
atividade que fez aumentar MUITO sua respiragdo ou batimentos do
coracao.

dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos
10 minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas
atividades por dia?

horas: Minutos:
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Estas Gltimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado
todo dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu
tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto
descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou
deitado assistindo TV. Ndo inclua o tempo gasto sentando durante o
transporte em 6nibus, trem, metrd ou carro.

4a Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de
semana?

horas minutos

4b Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de
final de semana?

horas minutos
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ANEXO I
CLASSIFICACAO DO NIVEL DE ATIVIDADE FISICA — IPAQ
1. MUITO ATIVO: aquele que cumpriu as recomendacdes de:
a) VIGOROSA: >5 dias/sem e >30 minutos por sessdo ou

b) VIGOROSA: >3 dias/sem ¢ >20 minutos por sessio TMODERADA
ou CAMINHADA: >5 dias/sem e >30 minutos por sessao.

2. ATIVO: aquele que cumpriu as recomendaces de:
a) VIGOROSA: >3 dias/sem e >20 minutos por sessdo; ou

b) MODERADA ou CAMINHADA: >5 dias/sem e >30 minutos por
Sesséo; ou

c) Qualquer atividade somada: >5 dias/sem e >150 minutos/sem
(caminhada + moderada+ vigorosa).

3. IRREGULARMENTE ATIVO: aquele que realiza atividade fisica,
porém, de forma insuficiente para ser classificado como ativo, pois ndo
cumpre as recomendagdes quanto a frequéncia ou duracgdo. Para realizar
essa classificagcdo soma-se a frequéncia e a duracdo dos diferentes tipos
de atividades (caminhada + moderada+ vigorosa).

4, SEDENTARIO: aquele que n&o realizou nenhuma atividade fisica
por pelo menos 10 minutos continuos durante a semana.

Sujeito | Caminhada | Moderada Vigorosa Classificagdo
Freq. | Dur. | Freq. | Dur. | Freq. | Dur.
1 4 20 1 30 - - Irregularmente
ativo
2 3 20 3 20 1 30 Ativo
3 3 30 3 30 3 20 Muito ativo




