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RESUMO

Tradicionalmente, o tecido muscular esquelético, que compdes cerca de 40% da
massa corporal total, é reconhecido por gerar movimento, produzir calor e
proteger os Orgdos vitais. Entretanto, recentemente, inumeros trabalhos
conseguiram comprovar que além destas fungdes, p tecido muscular também é
um oOrgdo enddcrino, uma vez que produz e libera importantes mediadores
biolégicos, chamados de citocinas. Estas moléculas ganham a corrente
sanguinea e sdo capazes de interagir agudamente e cronicamente com
inomeros 6rgdos e sistemas, tais como 0 sistema nervoso, sistema
cardiovascular e também o sistema imune. Este estudo teve como objetivo
investigar as possiveis associacdes entre a massa muscular, a contagem de
leucécitos na corrente sanguinea e algumas citocinas liberadas na corrente
sanguinea em resposta ao exercicio fisico. Investigamos o efeito de um protocolo
de corrida na esteira até a fatiga e marcadores imunologécios em quinze
voluntarios saudaveis. Os participantes eram individuos bem treinados do sexo
masculino com idade média de 30,5 * 4,2 anos e massa total de 71,6 + 6,9 kg.
O exame de imagem de dupla absor¢cédo de raios-X (DEXA) foi utilizado para
determinar a composicao corporal dos individuos. Amostras de sangue foram
coletadas antes, imediatamente e 1 hora apds o protocolo da corrida para anélise
de marcadores de intensidade, dano tecidual, hemograma e miocinas. Os
resultados foram correlacionados com a massa muscular do corpo inteiro e com
a massa muscular dos membros inferiores. Os participantes alcancaram a fadiga
voluntaria apds correrem por 52,3 + 14,8 min. Como esperado, imediatamente
apos o exercicio houve aumento nas concentracfes plasméaticas de lactato, de
creatina quinase (CK). A contagem de leucdcitos totais aumentou de pré
exercicio para imediatamente ap0s e se manteve alta apdés uma hora. Os valores
de linfécitos aumentaram da situacdo pré exercicio para a situacao
imediatamente ap6s a fadiga e diminuiram uma hora apés. Os valores de
neutrofilos aumentaram de pré exercicio uma hora ap6s o término no protocolo.
Além disso a interleucina 6 (IL-6) aumentou e se manteve alta apds uma hora,
enquanto a interleucina 10 (IL-10) aumentou e ap6s uma hora os valores
aumentaram ainda mais. Apesar das correlagdes positivas entre o tempo até a
fadiga (TF) x IL-6, distancia percorrida (Dst) x IL-6, TF x IL-10 e Dst x IL-10, n&o
houve correlacdes entre a massa muscular total e de membros inferiores com as
concentragdes de IL-6 ou IL-10. Como concluséo, o protocolo de exercicio fisico
até a fadiga, foi capaz de elevar o numero de leucécitos totais, neutrdéfilos e
linfécitos, além disto, elevou também os niveis plasmaticos de IL-6 e IL-10,
porém estas alteracdes ndo se correlacionaram com a massa muscular.

Palavras-chave: Musculo esquelético, exercicio, miocinas, inflamacéo, corrida,
sistema imunoldgico.



ABSTRACT
Traditionally, skeletal muscle tissue, which makes up about 40% of total body
mass, is recognized for generating movement, producing heat, and protecting
vital organs. However, recently, numerous studies have been able to prove that
in addition to these functions, muscle tissue is also an endocrine organ, since it
produces and releases important biological mediators, called cytokines. These
molecules enter the bloodstream and can interact acutely and chronically with
numerous organs and systems, such as the nervous system, cardiovascular
system, and also immune system. This study aimed to investigate the possible
associations between muscle mass, leukocyte count in the bloodstream, and
some cytokines released into the bloodstream in response to physical exercise.
We investigated the effect of a treadmill running protocol until fatigue and
immunological markers in fifteen healthy volunteers. Participants were well-
trained male subjects with a mean age of 30.5 + 4.2 years and a total mass of
71.6 £ 6.9 kg. Dual X-ray absorption imaging (DEXA) was used to determine the
subjects' body composition. Blood samples were collected before, immediately,
and 1 hour after the race protocol for analysis of markers of intensity, tissue
damage, blood count, and myokines. The results were correlated with the muscle
mass of the whole body and with the muscle mass of the lower limbs. Participants
achieved voluntary fatigue after running for 52.3 + 14.8 min. As expected,
immediately after exercise there was an increase in plasma concentrations of
lactate and creatine kinase (CK). The total leukocyte count increased from pre-
exercise to immediately after and remained high after one hour. Lymphocyte
values increased from the pre-exercise situation to the situation immediately after
fatigue and decreased one hour later. Neutrophil values increased from pre-
exercise one hour after the end of the protocol. In addition, interleukin 6 (IL-6)
increased and remained high after one hour, while interleukin 10 (IL-10)
increased, and after one hour the values increased even more. Despite the
positive correlations between time to fatigue (TF) x IL-6, distance covered (Dst)
x IL-6, TF x IL-10, and Dst x IL-10, there were no correlations between total
muscle mass and muscle mass. lower limbs with IL-6 or IL-10 concentrations. In
conclusion, the exercise protocol until fatigue was able to increase the number of

total leukocytes, neutrophils, and lymphocytes, in addition, it also increased the



plasma levels of IL-6 and IL-10, but these changes were not correlated with the

muscle mass.

Keywords: Skeletal muscle, Exercise, Miokynes, Inflammation, Running, Immune
system.
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1. INTRODUCAO

O tecido muscular esquelético € um dos tecidos mais dinamicos e plasticos do
corpo humano (FRONTERA; OCHALA, 2014; SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015;
PICCIRILLO, 2019). Em geral, a massa muscular esquelética depende do equilibrio entre
a sintese e degradacédo de proteinas, e ambos 0s processos sdo sensiveis ao estado
nutricional, equilibrio hormonal, atividade fisica, lesbes, doencas, entre outros fatores
(FRONTERA; OCHALA, 2014). E sabido que os musculos esqueléticos s&o unidos por
tecido conjuntivo e presos aos 0ss0s por tenddes, ao se contrairem, produzem os
movimentos e se anatomicamente, sdo tecidos inervados e vascularizados,. Além disso de
suas funcdes classicas descritas na literatura, como gerar movimento e calor, e proteger
orgaos vitais, recentemente, a musculatura esquelética passou a ser descrita como um
importante 6rgdo enddcrino, pois, durante a contracdo, ela produz, expressa e libera
peptideos que exercem efeitos paracrinos, autocrinos e endocrinos; esses peptideos,
denominados de miocinas, agem em varios tecidos promovendo alterac6es fisioldgicas,
estruturais e imunolégicas (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; GLEESON et al., 2011;
BENATTI; PEDERSEN, 2015; FEBBRAIO, 2017). Nesse sentido, muitos estudos
demonstraram aumento da expressdo muscular e das concentracfes plasmaticas de
miocinas, tais como a interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de necrose tumoral
(TNFa) e irisina, apés uma sessao de exercicio intenso (PEAKE et al., 2015; BLIZZARD
LEBLANC et al., 2017).

Como mencionado, achados experimentais em humanos e animais evidenciam
uma producao e secrecado de varias citocinas induzidas por exercicio, incluindo IL-6, IL-8,
IL-10, IL-15, ligante CC-quimiocina (CCL) 2, antagonista do receptor IL-1ra, calprotectina
S100AQ9 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)(HOFFMANN; WEIGERT, 2017).
Essas maiores concentracfes plasméticas e teciduais de interleucinas induzidas por uma
sessdo aguda de exercicio, podem estar associadas ao aumento das concentragdes no
fluido intersticial muscular apdés o exercicio ou a liberacdo de liquidos pela musculatura
(HOFFMANN; WEIGERT, 2017). Essas respostas citadas foram observadas em diferentes
tipos de exercicios, tais como exercicio de forca (FORTUNATO et al., 2018) e exercicios
de resisténcia aerdbica , seja no ciclismo (GLEESON, 2007; ZHAO et al., 2012) ou na
corrida (ZAKOVSKA et al., 2017) Em geral, as respostas sistémicas de citocinas sdo mais



pronunciadas ap0s exercicios que induzem maior dano muscular, como corrida em declive,

exercicios excéntricos e treinamento de resisténcia (PAULSEN et al., 2012).

Levando em consideracdo que variaveis fisiologicas responsivas ao exercicio
fisico, como frequéncia cardiaca (BURESH et al., 2005) VO:2 de pico (SUGIE et al., 2017) e
lactato sanguineo (BURESH et al., 2004) podem estar relacionadas a quantidade de massa
muscular do praticante, hipotetizamos que a producéo e liberacdo de miocinas, citocinas
produzidas pelo tecido muscular, poderiam estar positivamente correlacionadas a essas

mesmas variaveis e a massa muscular total e de membros inferiores.



2. REVISAO DE LITERATURA

Diversos estudos demonstram que o exercicio fisico € capaz de modular
agudamente variaveis internas inflamatorias, imunoldgicas e hormonais que sé&o
dependentes de aspectos como o tipo de exercicio, intensidade, volume, pausa ou
descanso, experiéncia prévia do praticante, nivel de condicionamento fisico e balanco
nutricional (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; GLEESON et al.,, 2011; BENATTI,
PEDERSEN, 2015; FEBBRAIO, 2017; KRAEMER et al., 2017). Auxiliando na compreensao
da interacdo entre variaveis do sistema imune e tecido muscular, estudos demonstram
mudanc¢as na contagem de leucocitos e concentracfes de mediadores inflamatdérios no
plasma apds a realizacdo de um sessdo de exercicio fisico (PEDERSEN; HOFFMAN-
GOETZ, 2000; GLEESON et al., 2011; BENATTI; PEDERSEN, 2015; FEBBRAIO, 2017).
Dados produzidos no nosso laboratorio e também por outros pesquisadores demonstram
gue o exercicio fisico intenso € capaz de modular o sistema imune, modificando
agudamente contagem total de leucdcitos, e suas subpopulacdes neutrdéfilos, linfécitos, e
também os niveis plasmaticos de citocinas pro e anti inflamatdrias, tais como a interleucina
6 (IL-6) e a interleucina 10 (IL-10) (NUNES-SILVA et al., 2014)

Citocinas pro inflamatdrias como a IL-2 e IL-4 sdo importantes para a resposta
imune porque resultam na reparacdo de danos musculares provocados por exercicio
(ROSANETO etal., 2011). Alguns estudos encontraram redugé&o, e outros nao encontraram
mudanga, mas a maioria encontrou aumentos, especialmente nos niveis plasmaticos
concentracfes de IL-2(ROSA NETO et al., 2011).

Concentracgdes fisioldgicas normais de IL-6 no soro humano sao relativamente
baixas (1-5 pg/ml), mas sdo rapidamente elevadas em situacdes de doenca e em
circunstancias extremas (HUNTER; JONES, 2015). Em resposta ao exercicio, 0s niveis
circulantes de IL-6 podem aumentar em até 100 vezes, dependendo da duragdo do
exercicio realizado (OSTROWSKI et al., 2000), podendo auxiliar na captagédo de glicose e
oxidacao de acidos graxos pelos musculos (SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015; KNUDSEN
et al., 2017).

Citocinas com efeitos antinflamatérios como a IL-4 e a IL-10 podem auxiliar na

miogénese (JUNG et al., 2015) e sdo responsivas ao exercicio agudo (JUNG et al., 2015;
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LEAL et al., 2018; MARCUCCI-BARBOSA; MARTINS-JUNIOR; LOBO; MORAIS; et al.,
2019). A IL-10 desempenha um papel importante no nivelamento da reacao inflamatoria
envolvendo ativagdo de macréfagos/monécitos (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). O
aumento dos niveis de IL-10 levam a efeitos inibitérios na producdo de da IL-10 ligados a
inibicdo de a producéo de IL-1q, IL-1B e TNF- a, bem como a producéo de quimiocinas,
incluindo IL-8 e proteinas inflamatorias de macrofagos de mondcitos (PETERSEN,;
PEDERSEN, 2005).

Sessfes agudas de exercicio extenuante como maratonas sdo capazes de
aumentar concentracfes séricas de citocinas pro-inflamatorias TNF (PEDERSEN;
HOFFMAN-GOETZ, 2000). Porém, em contra partida outros estudos falharam em detectar
mudancas nos niveis dessa citocina (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; MARCUCCI-
BARBOSA; MARTINS-JUNIOR; LOBO; DE MORAIS; et al., 2019).

Estas citocinas (miocinas) liberadas em decorréncia de uma sessdo de
exercicios fisicos intensos ou duradouros podem atuar positivamente em varios tecidos
para prevenir ou tratar patologias metabdlicas (KIRWAN et al., 2017), neuroldgicas
(MCGURRAN et al., 2019), cardiovasculares e renais (FU; LEVINE, 2013). Na literatura
atual, ndo h& consenso sobre a quantidade de miocinas secretadas durante um exercicio,
talvez devido a diferenca entre as caracteristicas do exercicio fisico utilizado, a hora ou
local da coleta de amostra biolégica e possivelmente da técnica utilizada para analisar a
guantidade de moléculas (SON et al., 2018).
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3. JUSTIFICATIVA

Diante desta capacidade do exercicio fisico de modular o sistema imune, sendo
parte desta modulacéao oriunda de uma producéo direta de miocinas pelo tecido muscular,
faz-se necessario, melhor compreender se esta modulacdo esta diretamente
correlacionada a quantidade de massa muscular. Sendo assim, ocorre a necessidade de
elucidacdo de possiveis comprometimentos ao treinamento esportivo dessa populacéo e
baixo referencial teérico sobre o tema, o presente estudo investigou a associagéo entre a
massa muscular (ou seja, massa muscular total e dos membros inferiores) e a modulagéo
das células do sistema imunolégico e mediadores inflamatérios apdés uma esteira até a

fadiga.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito de uma corrida na esteira até a fadiga em respostas
imunoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas e estabelecer possiveis correlacdes destas
alteracdes com os niveis de massa muscular total e dos membros inferiores em praticantes

amadores de corrida de rua.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Analisar os efeitos do protocolo de corrida em esteira até a fadiga na

frequéncia cardiaca e pressao arterial de corredores bem treinados.

» Analisar os efeitos do protocolo de corrida em esteira até a fadiga na

concentracao de lactato de corredores bem treinados.

> Analisar os efeitos do protocolo de corrida em esteira até a fadiga sobre

percepcdes de esforgco em corredores bem treinados.

» Analisar os efeitos do protocolo de corrida em esteira até a fadiga sobre
a contagem global de leucécitos, neutréfilos, linfocitos e mondcitos de

corredores bem treinados.
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» Analisar os efeitos do protocolo de corrida em esteira até a fadiga sobre
as concentracfes plasmaticas de creatina quinase em corredores bem

treinados.

> Analisar os efeitos do protocolo de corrida em esteira até a fadiga sobre
as concentracdes plasmaticas de IL(interleucina)-2, IL-4, IL-6 IL-10, fator
de necrose tumoral (TNF), interferon gama (INF-y) de corredores bem

treinados.

» Mensurar varidveis de composicao corporal de massa total, percentual de
gordura, massa magra total, massa magra periférica de corredores bem

treinados

> Realizar andlises de correlacdo com os valores de delta (1h ap6s a fadiga
voluntaria menos o valor em repouso) citocinas IL-6 e IL-10 com os

valores de massa muscular total e periférica dos membros inferiores.
5. METODOS
5.1. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) (CAAE: 60064216.5.0000.5150). Os
voluntarios assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) no qual
ficaram cientes de que a qualquer momento poderdo deixar de participar da pesquisa.
Todos os procedimentos adotados neste estudo estdo de acordo com as “Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos” do Conselho

Nacional de Saude (Res. 466/12) envolvendo pesquisas com seres humanos.
5.2. AMOSTRA

Participaram deste estudo quinze corredores do sexo masculinos saudaveis,
nao fumantes, com média de idade de 31 + 4 anos, que atendiam aos seguintes critérios:
1) ter conseguido correr 10 km em menos de 45 minutos nos 6 meses prévios a coleta de
dados, 2) auséncia de leses musculoesqueléticas em membros inferiores e pelve nos 6
meses anteriores aos experimentos; 3) ndo ingerir bebidas alcodlicas e / ou realizar
exercicios extenuantes nos trés dias anteriores a coleta de dados; 4) nao fazer uso de

medicamentos anti-inflamatdérios e/ou analgesicos ; 5) ser do sexo masculino; 6) nao
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fazerem uso de anabolizantes, suplementos nutricionais ou esteroides androgénicos 7) nédo
apresentar algum tipo de doenca e/ou patologia que comprometa a coleta de dados. Os
critérios de exclusdo foram os seguintes: 1) Caso o voluntario assim desejasse; 2)
apresentar qualquer resposta positiva no questionario Par-Q 3) ndo comparecer ao
laboratorio nos dias e horarios programados; 4) ndo conseguir realizar o teste de velocidade

critica a uma velocidade superior a 17,3km/h.
5.3. DESENHO EXPERIMENTAL

Cada voluntario visitou o laboratorio em 4 dias ndo consecutivos (figura 1). A
primeira visita consistiu em uma anamnese; além disso, foram explicados os objetivos e 0
desenho da pesquisa. Os voluntarios poderiam solicitar esclarecimentos sobre a pesquisa
antes de assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e responder ao
Questionario de Prontiddo para Atividade Fisica (PAR-Q)(THOMAS et al., 1992). Na
segunda visita, os voluntarios foram submetidos a um teste de velocidade critica (3MIN) de
3 minutos adaptado em esteira, hecessario para a prescricdo da intensidade do exercicio
até a fadiga voluntaria. Durante a terceira visita foram realizadas as coletas de sangue
antes, imediatamente apés a fadiga e lhora apés a fadiga voluntaria dos participantes
submetidos ao protocolo de exercicio com intensidade dependente do segundo dia na
mesma esteira utilizada no segundo dia de coleta de dados. Finalmente, na quarta e ultima
visita, os voluntarios foram submetidos a uma avaliacdo fisica para determinar sua
composicao corporal (ou seja, gordura corporal, massa corporal, altura e densidade mineral
0ssea por meio de imagem de absortometria de raios-X de dupla energia (DXA) (Tabela 1).

Durante a avaliacéo fisica, os voluntarios realizaram medidasantropométricas e clinicas
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incluindo idade, peso, altura, indice de massa corporal (IMC), gordura corporal (%G) e

frequéncia cardiaca em repouso (Tabela 2).

Figura 1: Delineamento do estudo
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Figura 1: Resumo do desenho experimental.
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5.4. TESTES DE VELOCIDADE CRITICA

No segundo dia de coleta de dados, os voluntarios foram submetidos ao teste de
velocidade critica de 3 minutos (3MIN) (PETTITT, 2016) para quantificacdo do esforco e
prescricdo da velocidade de corrida realizada na terceira visita. Durante o teste, os
voluntarios foram incentivados a ndo pouparem energias para que os resultados néo
fossem subestimados, além de como critério de inclusédo, os voluntarios deveriam ter

velocidade critica minima de 17,3 +0 km/h.
5.5. PROTOCOLO DE CORRIDA

No terceiro dia de coleta, os voluntarios tomaram seu respectivo café da manha
padrdo. Os experimentos realizados foram explicados para o voluntario e 0os equipamentos
para a medicdo de frequéncia cardiaca foram equipados no voluntario. ApGs esse processo,
0s voluntérios realizaram repouso durante um tempo minimo de 5 minutos sentados,
durante o tempo de repouso ndo houve interacfes sociais com 0 mesmo, 0s voluntarios
foram incentivados a ficarem na mesma posicao, apos esse periodo a frequéncia cardiaca

de repouso foi mensurada.

Apbs o periodo de repouso houve a mensuracao de pressao arterial por um
médico que todo processo de coleta de dados durante o dia para a seguranca dos
voluntarios. Coletas de sangue foram realizadas para analise de variaveis imunoldgicas,
bioquimicas e inflamatérias. O voluntario foi encaminhado para a esteira, onde houve um
um aquecimento de 5 minutos a uma velocidade inferior a 5 km/h, eles realizaram uma
corrida com intensidade constante correspondente a 77% - 80% da velocidade critica
avaliada no segundo dia de coleta de dados. Ao longo do protocolo de corrida, os
voluntarios ndo tiveram acesso a informacdes como velocidade, tempo de corrida e
frequéncia cardiaca para que fatores psicologicos tivessem menor impacto no rendimento

dos voluntarios.

Para a mensuracao da aptidao cardiorrespiratéria dos voluntarios, os dados de

distancia percorrida e tempo até a fadiga foram utilizados na formula proposta por
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MARGARIA et al. (1975). Posteriormente o dado obtido foi classificado de acordo com
AMERICAN COLLEGE OF SPORTS et al. (2018).

A coleta de dados foi acompanhada por um médico responséavel que poderia
interromper os testes na presencga de algum dos sintomas mencionados abaixo, seguindo
as orientacdes do American College of Sports Medicine (American College of Sports, Riebe
et al. 2018) inicio de angina ou sintomas semelhantes aos da angina; sensacao de dor no
peito; incapacidade da freqiiéncia cardiaca de aumentar com o exercicio; manifestacdes
fisicas ou verbais de fadiga extrema; perda da qualidade do movimento; solicitacdo para
interromper o exercicio e falha do equipamento de teste. Digno de nota, nenhum voluntério
apresentou sintomas semelhantes aos de angina, dor no peito e respostas inadequadas da

frequéncia cardiaca nos presentes experimentos.

5.6. FREQUENCIA CARDIACA E PERCEPCAO SUBJETIVA
DE ESFORCO

A frequéncia cardiaca foi monitorada durante todo o protocolo de exercicios por
meio de monitor cardiaco (Polar V800). O software 3.0 do FlowSync da Polar®, permitindo
exportar dados contendo variaveis como frequéncia cardiaca minima, média e maxima de
todos os voluntarios. Os valores de frequéncia cardiaca em porcentagem foram derivados
da equacao proposta por TANAKA et al. (2001) para o calculo da frequéncia cardiaca
maxima [208 - (0,7 x idade)].

As avaliacdes da percepcédo de esforco (PSE) foram obtidas, imediatamente
apos o protocolo de exercicios, em uma Escala de Borg de 10 (BORG, 1990), visto que
apos 1 hora de descanso os voluntarios ndo estariam realizando qualquer atividade que
demandasse intensidade relativa assim como antes do inicio do exercicio a coleta da PSE
somente foi obtida imediatamente apos a fadiga voluntaria dos corredores imediatamente
antes e apos o protocolo de exercicios. Esta escala mede o esfor¢o percebido relacionado
ao exercicio; assim, quanto maior o grau de esforco fisico devido ao aumento da

intensidade ou do tempo de esfor¢o, maior serd a pontuacéo a que o individuo respondera.
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Portanto, PSE tem sido amplamente utilizado como um marcador de intensidade (BORG,
1990).

5.7. LACTATO

Amostras de sangue capilar da ponta do dedo foram coletadas usando uma
lanceta para furar o dedo para determinar as concentracbes de lactato antes e
imediatamente apds o exercicio, a concentracao de lactato no sangue por fotometria de
refletdncia usando tiras de teste de reagente inseridas em um lactometro Accutrend Plus
system (Roche®, Switzerland) portatil, esta medicéo foi feita no maximo 1 min apos a

puncédo de sangue capilar.
5.8. HEMOGRAMA

Antes do exercicio, e imediatamente e 1 hora apds a fadiga voluntéria, 3 tubos
de 15 mL do sangue venoso periférico dos atletas foram coletados por puncdo em tubos
vacutainer® contendo EDTA como anticoagulante. Um dos tubos foi utilizado para analise
de leucadcitos e suas subpopulacdes, os demais tubos foram centrifugados e armazenados
para posterior analise de creatina quinase (CK) e citocinas. O hemograma foi realizado no
mesmo dia do protocolo de exercicios por laboratdrio comercial contratado para realizacao

do exame.
5.9. CREATINA QUINASE (CK)

A andlise da creatina quinase foi realizada no Laboratério Piloto de Andlises
Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).
Essa analise foi conduzida usando um reagente liquido CK em um analisador quimico
automatizado COBAS Integra 400-plus de alto rendimento (Roche Diagnostics, EUA).

5.10. ANALISE DE CITOCINAS

As dosagens de 1lI-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alfa e IFN-gama foram realizados
usando um kit BD ™ Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences, San Diego, EUA). As
amostras foram diluidas na proporcédo de 1: 5 no diluente de teste. Paralelamente, foi
realizada uma série de nove diluigdes no padréo fornecido para obter a curva padrédo. Graos
misturados das capturas de citocinas foram adicionadas e as amostras foram incubadas a

25°C em um ambiente escuro por 90 min. As amostras foram lavadas com tampao de
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lavagem e centrifugadas por 7 min a 600g a 18 °C. O sobrenadante foi descartado e 0s
granulos foram incubados com 8 anticorpos anti-citocina conjugados com Ficoeritrina a
25°C por mais 90 min no escuro. As contas foram ressuspensas em tampéo de lavagem e
imediatamente analisadas usando um citdbmetro de fluxo FACScan ™. Essas medidas
foram realizadas na Faculdade de Medicina da Universidade de Minas Gerais no

Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas.
5.11. RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24H

Para que tivessem desempenho maximo no protocolo de exercicios, 0S
voluntarios foram estimulados a realizar seus cafés da manhad habituais. Para a
guantificacdo e avaliacdo da ingestdo de nutrientes, foi solicitado aos voluntarios a
responder um formulario de recordatorio alimentar de 24 horas no intervalo entre as coletas
de sangue feitas imediatamente e 1 hora apds o exercicio. (FISBERG et al., 2009). Os
dados provenientes do registro alimentar foram analisados por um nutricionista capacitado,
O meétodo foi selecionado por ser amplamente utilizado por sua réapida aplicacdo e
acessibilidade, a ficha de recordatorio alimentar pode ser respondida por qualquer faixa
etaria desde que o sujeito seja alfabetizado, mas com a limitacao de depender da memoria
do entrevistado (FISBERG et al., 2009).

5.12. ABSORCIOMETRIA DE RAIOS-X DE DUPLA ENERGIA
(DXA)

A avaliacdo da composicado corporal por meio do exame de imagem por
Absorciometria de Raios-X de Dupla Energia (DXA) esta se tornando comum na
comunidade cientifica. Este método permite medidas precisas de massa magra e
percentual de gordura total e regional, bem como o indice de massa magra relativa
(MITCHELL et al., 2020), com alta correlacdo com tomografia computadorizada e
ressonancia de imagem (KULLBERG et al.,, 2009) e menor emissdo de radiagdo em
comparacao com a tomografia computadorizada (WELLS; FEWTRELL, 2006). Em nosso
estudo, o exame foi realizado por um profissional qualificado e experiente que trabalhava

em um hospital privado na cidade de Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil) em um
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densitdbmetro GE / Healthcare Model iDXA (nimero de série ME + 210584) para medir a

composicao corporal (densidade mineral 6ssea, massa muscular e gordura corporal).
5.13.  ANALISES ESTATISTICAS

Para a correcéo do volume plasmatico de varidveis hematdcritos e hemoglobina
resultantes do hemograma foram utilizadas nas as formulas de DILL e COSTILL (1974).
Sendo assim, variaveis resultantes do plasma como CK e citocinas tiveram seus valores

corrigidos ap0s o protocolo e uma hora apés.

A estatistica descritiva foi realizada por meio de medidas de tendéncia central,
meédia + Desvio Padrao (DP). Para verificar a normalidade das variaveis, foi utilizado o teste
de Shapiro Wilk, devido ao tamanho da amostra. Os dados de todas as variaveis analisadas
foram homogéneos e com distribuicdo normal. Para avaliar o lactato e a PSE, foi utilizado
o teste T de Student pareado. At ANOVA (One Way) foi realizado para avaliar as diferencas
entre os tempos de coleta, com Post hoc de Bonferroni. O tratamento estatistico foi
realizado por meio do pacote informatizado Statistical Package for the Social Science
(SPSS), versao 22.0.

O nivel de significancia adotado foi p <0,05. Para verificar o tamanho do efeito,
(Eta parcial ao quadrado: n2p), adotando valores de efeito pequeno (<0,05), efeito médio
(0,05 a 0,25), efeito grande (0,25 a 0,50) e efeito muito grande (> 0,50) para ANOVA
(COHEN, 1988; COHEN, 1992). Para o teste t, um tamanho de efeito foi classificado da
seguinte forma: adotando valores de efeito baixo (<0,20), efeito médio (0,20 a 0,80), efeito
alto (0,80 a 1,20) e efeito muito alto (> 1.20) (SELYA et al., 2012; LAKENS, 2013; 2017).

Como os dados analisados apresentaram distribuicdo normal, o método de
correlacdo de Pearson foi aplicado para medir o grau de correlacdo entre as variaveis
(ALTMAN, 2006; MUKAKA, 2012) dos parametros do exercicio.

Para andlise de relacdes entre variaveis foi utilizado o valor de delta do ponto de
maior concentracdo sérica da variavel analisada imediatamente apds 0 exercicio menos o
valor de repouso da mesma varidvel. O coeficiente de correlagdo significativo (r) foi
classificado da seguinte forma: correlacdo muito alta como valor de r entre 0,9 a 1 (-0,9 a -
1 para correlacdo negativa), correlacao alta como valor de r entre 0,7 a 0,9 (-0,7 a -0,9 para

correlacao negativa) , correlagdo moderada como valor de r entre 0,5 a 0,7 (-0,5 a -0,7 para
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correlacdo negativa), correlacdo baixa como valor de r entre 0,3 a 0,5 (-0,3 a -0,5 para

correlacdo negativa) e valor de r entre -0,3 a 0,3 é correlacao insignificante.
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6. RESULTADOS

6.1. ABSORCIOMETRIA DE RAIOS-X DE DUPLA ENERGIA
(DXA)

Todos os voluntarios foram submetidos a exames de DXA para avaliacdo da

composicao corporal (Tabela 1).

Minimo Media Maximo D.P.

Massa corporal (kg) 61.30 77.88 82.5 +6.77
Massa muscular (kg) 49.27 55.61 63.92 *4.16
Massa muscular relativa (%) 68.05 77.86 86.13 +5.02
Massa muscular de membros inferiores (kg) 1721 1943 2289 +187
indice de massa muscular relativa (kg/m?) 7.39 8.48 9.69 +0.77
Estatura (cm) 167.0 1750 181.0 +0.04
Idade (anos) 23.0 30.5 39.0 +4.3
Percentual de gordura (%) 9.40 18.10 2530 +4.50
Frequéncia cardiaca de repouso (bpm) 41 53 61 +5

Tabela 1. Caracterizacdo da amostra. Os dados sao expressos em minimo, média, maximo
e desvio padréao.

6.2.PROTOCOLO DE EXERCICIO

Os voluntarios correram a uma velocidade média de 14,2 £ 1,0 km / h durante o
teste e atingiram a fadiga voluntaria em 52,3 + 15,0 min de exercicio. Portanto, eles
correram uma distancia média de 12,7 + 4,0 km. Com os dados de distancia e tempo até a
fadiga foi possivel o célculo de uma predi¢cdo Vo2 dos voluntarios utilizando as formulas de
MARGARIA et al. (1975). Os participantes tiveram valores de 54,29 + 5,53 ml/kg.min de
Vo2, sendo considerados como excelente condicionamento cardiorrespiratorio para a idade
média dos voluntarios (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS et al., 2018), garantindo assim

a homogeneidade da amostra quanto ao condicionamento fisico.

Como esperado, marcadores de intensidade do exercicio, como PSE (Fig. 2A) e
lactato sanguineo (Fig. 2B) aumentaram de antes do protocolo para imediatamente apos o
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exercicio, a PSE atingiu valores proximos ao maximo, de 0 £+ 0a 8,9 £ 1,8 (p <0,0001, d =
3,26, efeito muito grande) e o nivel de lactato aumentou de 2,7 £ 0,8 mmol / L para 7,2 +
2,9 mmol /L (p =0,0007, d =1,97, efeito muito grande).

A frequéncia cardiaca, outro importante marcador da intensidade do exercicio,
foi medida em repouso e durante o exercicio (fig. 2C), durante o exercicio a frequéncia
cardiaca méaxima ( FC méxima) atingiu valores de 184 + 8 bpm ou em uma porcentagem
relativa 98 = 0,5% da capacidade maxima, os valores da frequéncia cardiaca média durante
o exercicio (FCmédia) foram 165 = 11 bpm os valores de repouso foram 53 + 5 bpm.
Portanto entdo os valores de FCmaxima foram maiores que os valores de FCmédia (p =
0,0185),que por sua vez foram maiores que os valores de repouso (p = 0,0185) Para essa
analise da frequéncia cardiaca ao longo do tempo o tamanho do efeito foi n2p = 0,993. Um
efeito muito grande . CK, um marcador de dano tecidual, aumentou do pré para
imediatamente apds o exercicio de 106,2 + 60,6 para 165,1 + 78,3 IU /L (p = 0,0002) e
entdo diminuiu para valores de repouso 1 hora apés a corrida em esteira, de 165,1 + 78,3
para. 130,4 £ 67,1 IU/ L, (n2p = 0,084, efeito médio, Fig 2D).
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Figura 2 - Parametros bioquimicos, fisiologicos e comportamentais: Imediatamente
apos o exercicio houve aumentos nos niveis de Escala de borg (FIG. 2A), nivel de lactato
(FIG. 2B), frequéncia cardiaca (FIG. 2C), e creatina quinase (FIG. 2D), ap6s uma hora do
exercicio 0s niveis de creatina quinase (FIG. 2D) voltaram aos seus valores basais. 0s
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dados séo apresentados como média + desvio padrao. o nivel de significancia adotado foi
p <0,05.

6.3. HEMOGRAMA

O protocolo de corrida causou alteragBes significativas na contagem de
leucocitos, mas também no tipo de células leucocitarias. Aumento do niumero de leucocitos
de 6245,0 £ 1454,5 10¢/ pyl para 8050,5 £ 2170 10¢/ ul (p = 0,0030) e linfocitos de 2192,0
+ 717 10¢/ pl para 3213,0 + 1153,0 10°/ ul (p = 0,0009) foram observados no sangue
periférico imediatamente apds a corrida na esteira em comparacéao ao pré-exercicio (fig. 2A
e B). O numero de leucdcitos continuou elevado de forma que o numero foi maior 1 hora
apos a fadiga voluntaria em comparacdo com os valores pré-exercicio de 6245,0 + 1454,5
10¢/pula 8.191,1 £ 3106,0 10¢/ ul (p = 0,0004). Apds uma hora de fadiga voluntaria, houve
um aumento no namero de neutrofilos circulantes 3335,0 + 1245,4 106/ ul para 59144 +
2906,3 10°¢/ pl (p <0,0001). Em contraste, o numero de linfécitos apds uma hora diminuiu
(1579,4 £ 496,6 10°/ ul) com um valor de p = 0,0003 para comparag¢ao antes e uma hora
depois e de p = 0,0002 para imediatamente apds e uma hora depois. Da mesma forma, nos
linfocitos, o nimero de eosindfilos diminuiu apds 1 hora em comparagédo aos valores pré-
exercicio (p = 0,0011) de 189,7 + 113,2 10¢/ pl para 107,1 = 93,6 10°/ ul. Por ultimo, o
ndamero de monacitos e baséfilos ndo mudou em nenhum dos momentos. O tamanho do
efeito em leucocitos (n2p = 0,428, efeito grande), linfocitos (n2p = 0,651, efeito muito
grande), neutrdéfilos (n2p = 0,616, efeito muito grande), eosinofilos (n2p = 0,498, efeito
grande), Mondcitos (n2p = 0,116, efeito médio) e Basofilos (n2p = 0,119, efeito médio).
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Figura 3 - Contagem de leucocitos. A corrida em esteira até a fadiga alterou os
marcadores imunolégicos, como evidénciado pelas mudancas no nimero de leucécitos e
no tipo de célula dos linfécitos. Houve diferencas significativas observadas em diferentes
momentos nos leucdcitos totais (Fig. 3A), linfécitos (Fig. 3B), neutrdfilos (Fig. 3C) e
eosindfilos (Fig. 3D). A contagem de mondcitos (Fig. 3E) e basofilos (Fig. 3F) nao foi alterda
pelo exercicio fisico. Os dados séo apresentados como média + desvio padréo. O nivel de
significancia adotado foi p <0,05.

6.4.RELACOES ENTRE ALTERACOES DE LEUCOCITOS E OS
PARAMETROS DE CARGA ASSOCIADOS A CORRIDA EM ESTEIRA

Na figura 4, as correlagdes entre as concentracdes de leucdcitos e lactato foram
apresentadas com valores de contraste entre os momentos apos a fadiga voluntaria menos
os valores das concentracdes em repouso. A resposta proliferativa do sistema imunolégico
as contragcdes musculares induzidas pelo exercicio foi correlacionada com a duracgéo e

intensidade da corrida em esteira. Altas correlacdes positivas foram observadas entre o
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numero de leucdcitos e a distancia percorrida (r = 0,82, Fig. 4A) ou tempo até a fadiga (r =
0,78, Fig. 4B). Em contraste, as baixas correlacdes foram encontradas entre o nimero de
leucécitos e o lactato sanguineo (r =-0,35, Fig. 4C) ou frequéncia cardiaca média (r = 0,48,

Fig. 4D), o valor de r para a correlagdo de CK e leucdcitos era desprezivel (r = 0,23).
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Figura 4 - Correlagfes entre os globulos brancos e os parametros de carga e externos
(distancia percorrida e tempo até a fadiga) e internos como lactato e frequéncia
cardiaca média (FCmédia) associados a fadiga em corrida em esteira. Correlacbes
significativas foram encontradas entre leucécitos e distancia percorrida (r = 0,82, painel A)
ou tempo até a fadiga (r = 0,78, painel B), mas ndo entre leucdcitos e lactato (r = -0,35,
painel C) e média frequéncia cardiaca (r = 0,48, painel D).

6.5. CITOCINAS

A corrida em esteira até a fadiga modulou as respostas imunoldgicas, conforme

evidenciado pelas alteragbes em algumas das citocinas que foram analisadas. As
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concentracfes de IL-6 (de 1,77 £ 0,66 pg/ml para 5,78 £ 5,98pg / ml, p = 0,0002, Fig. 5.C)
e IL-10 aumentaram imediatamente apds o exercicio em comparacdo aos valores pré-
exercicio (del,55 * 0,70 pg/ml para 3,34 + 2,58 pg/ml p = 0,0185, Fig 5.D) aumentaram
imediatamente apdés 0 exercicio em comparacdo aos valores pré-exercicio. Essas
concentracfes permaneceram elevadas 1 hora apds a fadiga voluntaria em relacdo aos
valores de repouso (p = 0,0057 para IL-6 ep = 0,0004 para IL-10). E importante ressaltar
gue nao foram observadas diferencas em IL-6 ou IL-10 entre os dois momentos pos-
exercicio avaliados. Além disso, ndo houve alteracdes induzidas pelo exercicio nas
concentracfes de IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-4 (Fig. 5A, B, E e F).
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Figura 5 - Concentracdes de citocinas séricas. Houve aumento das concentracdes de
IL-6 (Fig. 5C) e IL-10 (Fig. 5D) imediatamente apds o exercicio em relacéo aos valores pré-
exercicio. Essas concentragbes permaneceram elevadas 1 hora apés a fadiga voluntaria.
N&o houve mudancas significativas nas concentracdes de IL-2 (Fig. 2A), IL-4 (Fig. 2B),
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TNFa (Fig. 2C) e INFy (Fig. 2D) no periodo poés-exercicio. Os dados sdo apresentados
como média * desvio padrédo. O nivel de significancia adotado foi p <0,05.

6.6. RELACOES ENTRE CITOCINAS E PARAMETROS DE CARGA
DA CORRIDA ATE FADIGA

Foi encontrada uma alta correlacao imediatamente apos o exercicio entre IL-6 e
IL-10 circulante no plasma (P=0.0023, r = 0,74) e uma moderada correlacdo entre IL-6 e
leucocito (P=0.042, r = 0,52). Todas as correlagdes das concentracdes de citocinas (IL-6 e
IL-10) e lactato apresentadas na figura 6, foram realizadas com os valores da diferenga
entre os momentos apl6s a fadiga voluntaria menos os valores das respectivas
concentracfes em repouso. Conforme mostrado na figura 6, altas correlacdes positivas
foram encontradas entre as concentracfes plasmaéticas de IL-6 e a distancia percorrida (Fig
6.A) ou tempo até a fadiga (Fig 6.B). Da mesma forma, correlagfes positivas moderadas
foram encontradas entre as concentracfes plasmaticas de IL-10 e a distancia percorrida
(Fig 6.D) ou o tempo até a fadiga (Fig 6.E). Em contraste, baixas correlacbes negativas
foram encontradas entre lactato e IL-6 (Fig.6 C) e uma correlacdo desprezivel entre IL-10
e lactato (Fig.6 F). Outras correlacbes ndo mostradas em formato de grafico foram
realizadas, como HRavg x IL-6 (r = 0,48), HRavg x IL-10 (r = 0,34), mas as correlacbes

mostraram-se baixas ou despreziveis, como CK x IL-6 (r = 0,25) e CK x IL-10 (r = - 0,004).
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Figura 6 - CorrelacBes entre citocinas e parametros de carga externa (distancia
percorrida e tempo até a fadiga) e interna (concentracdo de lactato) associados a
fadiga na corrida em esteira. Altas correlacdes positivas foram encontradas entre IL-6 e
distancia percorrida (P= 0.0003, r = 0,7153, painel A); IL-6 e tempo até a fadiga (P= 0.001,
r = 0,7309, painel B); correlacdo positiva moderada encontrada entre IL-10 e distancia
percorrida (P=0.0115, r = 0,6557, painel D) e IL-10 e tempo até a fadiga (P=0.0091, p =
0,6843, painel E; Nao foi encontrada correlacao significativa entre as concentracdes de IL-
6 e lactato (Fig. .6 C) e uma correlacao desprezivel entre IL-10 e lactato (Fig.6 F). Os dados
sdo apresentados como média + desvio padréo. O nivel de significancia adotado foi p <0,05.

As correlagdes das concentracdes de citocinas (IL-6 e IL-10) apresentadas na
figura 7 foram realizadas com a diferenca dos valores entre os momentos apos a fadiga

voluntaria menos os valores das respectivas concentracbes em repouso. Nao foram
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observadas baixas correlacdes significativas nas analises envolvendo a massa muscular

de membros inferioriores ou total com as duas citocinas (IL-10 e IL-6).

A B
2071 =-0.2119 2071 =-0.2995
n n
u u
~ 157 154
E £
2 104 2 101
@ @
= =
57 u n 5+ al
" am u
] ] LI ] L}
0 T ._. T .H 1 0+ u
® S & & & Ny Ny Y v b
Massa muscular total (kg) Massa muscular periferica (kg)
C D
1071 =-0.3094 109r =-0.4093
u n
8 84
£ . E -
S 61 - S 6 -
[oN o
o o
J 41 - 3 n 3 41 - n
] ] i ] u
2 . . a 2 - -
0 T u T T .ﬂ 0 l. T T -ﬁ
® S & & & N N P v il
Massa muscular total (kg) Massa muscular periferica (kg)

Figura 7 - Correlagbes entre a massa muscular esquelética de corpo inteiro ou membros
inferiores e citocinas. Nao houve correlagdes significativas entre a massa muscular total e
IL6 (FIG. 7A), com massa muscular dos membros inferiores e IL-6 (FIG. 7B), massa
muscular total e IL-10 (FIG. 7C), com massa muscular dos membros inferiores e IL-10 (FIG.
7D). Os dados séo apresentados como média = desvio padrdo. O nivel de significancia
adotado foi p <0,05.
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7. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo com humanos fornecem evidéncias adicionais
de que uma sessdo de exercicios modula a resposta imunolégica. Nossos resultados
podem ser resumidos da seguinte forma: (I) uma sessdo submaxima de corrida até que a
fadiga modula as respostas fisioldgicas, bioquimicas e imunoldgicas; (II) a magnitude da
mudanca na resposta imune (isto €, leucécitos, IL-6 e IL-10) esta correlacionada com a
distancia percorrida e o tempo até a fadiga em exercicios aerébicos; (lll) ha correlagédo entre
o nivel de leucécitos e a IL-6 circulante imediatamente apds uma sessao aguda de exercicio
intenso e volumoso; (IV) ndo ha correlacdo entre a massa muscular esquelética (total ou
periférica) e as citocinas circulantes apds uma sessdo submaxima de corrida até a fadiga
voluntaria. (V) ndo h& correlacdo entre a massa muscular esquelética e os leucdcitos

circulantes apds uma sessao submaxima de corrida até a fadiga voluntaria.

Conforme esperado, a média e a frequéncia cardiaca maxima atingidas durante a
corrida na esteira foram superiores aos valores de repouso. Além disso, o exercicio também
aumentou a percepcao de esfor¢o percebido e as concentracdes de lactato e CK, indicando
gue a intensidade e a duracao da corrida foram suficientemente estressantes para perturbar
a homeostase de todos os individuos. Os voluntarios atingiram valores de 98% na
frequéncia cardiaca maxima, as concentracdes de lactato superaram as concentracdes
previstas para o inicio do acumulo de lactato sanguineo (OBLA), e quanto a percepc¢éao de
esforco dos voluntarios, os niveis de PSE atingiram valores praticamente maximos. Além
disso, as concentracdes plasmaticas de CK sugerem que houve dano tecidual. Os
aumentos da FC e da PSE ja eram esperados devido as caracteristicas do exercicio e a

demanda por maior fluxo sanguineo nos musculos em contracao.

A concentracdo sanguinea de CK é um importante marcador de dano tecidual. Uma
vez que existe dano tecidual ocorre aumento de CK sérica e espera-se o desencadeamento
de uma resposta inflamatéria, como a observada neste estudo. O aumento da CK ocorre
concomitantemente ao aumento dos leucdcitos no sangue. A mudanga aguda no namero
de leucacitos plasmaticos apds uma sessao de exercicios é amplamente relatada (NEVES
et al., 2015; LUK et al., 2016; TOSSIGE-GOMES et al., 2016; FORTUNATO et al., 2018;
MARCUCCI-BARBOSA; MARTINS-JUNIOR; LOBO; DE MORAIS; et al., 2019).
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O aumento do numero de leucdcitos ja foi relatado apds exercicios que dependem
predominantemente do metabolismo glicolitico, como uma sessao de treinamento de forca
(NATALE et al., 2003; FORTUNATO et al., 2018; MARCUCCI-BARBOSA; MARTINS-
JUNIOR; LOBO; DE MORAIS; et al., 2019) ou dependem predominantemente do
metabolismo aerdbico, como ciclismo (LUK et al., 2016), esteira (NEVES et al., 2015) e
corrida de rua (SILVA, 2018), ultramaratonas (ZAKOVSKA et al., 2017), e cicloergometria
méaxima e de longa duracdo (NATALE et al., 2003). Nossos dados de correlacdo sugerem
gue a magnitude das mudancas é proporcional a distancia percorrida e ao tempo até a
fadiga, que refletem a intensidade e duracdo do exercicio e corroboram com estudos
anteriores (NEVES et al.,, 2015; MARCUCCI-BARBOSA; MARTINS-JUNIOR; LOBO;
MORAIS; et al., 2019).

Existem algumas possiveis explicacbes para o aumento dos leucdcitos. Alguns
autores sugerem que o aumento resulta do dano tecidual, conforme indicado pelo aumento
da CK, simultaneamente a um aumento da resposta inflamatéria (SMITH et al., 2004;
NEVES et al.,, 2015). Outra possibilidade € o aumento dos horménios de estresse no
plasma, que sao responsivos ao exercicio. O deslocamento de leucécitos provindos de
0SS0S estreitos para a corrente sanguinea pode ocorrer sob estimulacdo do sistema
simpatico-adrenal durante o exercicio, como evidenciado por maiores concentracfes de
epinefrina e norepinefrina em resposta a homeostase interrompida (NIELSEN et al., 2004;
KAKANIS et al., 2010). Outra hipdtese € o deslocamento desses leucécitos dos vasos
sanguineos contraidos ou 6rgdos linféides para a corrente sanguinea, resultante da
resposta vasodilatadora do exercicio (ALACK et al., 2019). O presente estudo corrobora
com outros estudos que correlacionaram a magnitude de o aumento da leucécitos totais
com a intensidade e duracao do exercicio (SMITH et al., 2004; NEVES et al., 2015).

Apesar dos aumentos de CK e leucdcitos totais, nem todas as citocinas medidas
nao foram responsivas. Existem muitos estudos mostrando que o estresse gerado por uma
sessdo aguda de exercicio pode modular a concentracdo plasmatica de citocinas (PEAKE
et al.,, 2005; GLEESON et al., 2011; SANTOS et al.,, 2016). Notavelmente, 0 sistema
imunoldgico reage de forma diferente de acordo com diferentes variaveis do exercicio fisico,
como duracao e intensidade (PEAKE et al., 2005; ZHAO et al., 2012).

Aparentemente, falta um consenso sobre a producéo de IL-2 e IL-4 apds uma
sessdo aguda de exercicio, essas citocinas estdo envolvidas na resposta inflamatoéria

atuando no reparo tecidual dos musculos esqueléticos recrutados durante o exercicio
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(ROSA NETO et al., 2011). Em relacdo a IL-2, alguns estudos relataram um aumento na
concentracdo plasmatica (DE LA FUENTE et al., 2005; ROSA NETO et al., 2011;
TOSSIGE-GOMES et al., 2016), embora no presente estudo nao tenhamos encontrado
diferenca significativa, corroboramos com pesquisas anteriores (SILVA, 2018; MARCUCCI-
BARBOSA; MARTINS-JUNIOR; LOBO; DE MORAIS; et al., 2019). Da mesma forma que
outras pesquisas (TOSSIGE-GOMES et al., 2016; SILVA, 2018; MARCUCCI-BARBOSA;
MARTINS-JUNIOR; LOBO; DE MORAIS; et al., 2019), este estudo ndo encontrou diferenca
significativa nos valores plasmaticos de IL-4 em nenhum dos periodos pos-exercicio pontos
de tempo analisados; no entanto, alguns estudos relataram diferencas significativas na IL-
4 apds uma sessdo aguda de exercicio fisico (ROSA NETO et al., 2011). Nesse contexto,
mais estudos devem avaliar as respostas de IL-2 e IL-4 ao esforco fisico e tentar identificar

caracteristicas do exercicio que possam simular a secrecdo dessas citocinas.

No presente estudo a citocina IL-6 teve aumento imediatamente apos a sesséo de
corrida, essa citocina exerce acdes metabdlicas em diferentes tecidos. A IL-6 estimula a
secrecdo de glicose no figado e a liberacdo de &cidos graxos nos tecidos adiposos,
enquanto auxilia na captacdo de glicose e oxidacdo de acidos graxos pelos muasculos
(SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015; KNUDSEN et al., 2017). A IL-6 é talvez a citocina mais
versétil de todo o sistema imunoldgico, as caracteristicas dessa citocina (propriedades
anti/pro-inflamatdrias ou hormonais) sao dependentes do meio em que esta atuando e do
contexto que a modulou (HUNTER; JONES, 2015).

A concentracdo plasmatica de IL-6 aumentou apds o exercicio, assim como em
varios outros estudos (ULVEN et al., 2015; FORTUNATO et al., 2018; SANTOS et al., 2019)
Esse aumento pode estar relacionado a alta demanda metabdlica e energética do protocolo
de corrida (KNUDSEN et al., 2017; SILVA, 2018). Nossos dados sugerem a existéncia de
correlacdes entre a duracdo e a intensidade do exercicio e a liberacdo de leucécitos na
corrente sanguinea. O presente estudo também sugere que maiores numeros de leucocitos
plasmaticos apdés o exercicio sdo observados concomitantemente com maior IL-6
plasmatico. Em geral, pesquisas anteriores mostraram que concentragdes mais altas de IL-
6 plasmatica ap0s o0 exercicio estdo correlacionadas com a capacidade aerdbica do
individuo, recrutamento muscular, intensidade e duracdo do exercicio (STEENSBERG et
al., 2000; HELGE et al., 2003; CHEN et al., 2009).

Observamos correlagcdes positivas entre IL-6 e IL-10 plasmaticas. O aumento da
IL-10 pode ser explicado pela acdo antiinflamatéria ou regulatoria da IL-6. Embora seja
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considerada pelos seus efeitos inflamatoérios, também atua de forma antiinflamatoéria ou
regulatoria nos musculos contraidos durante exercicio. Para ilustrar isso, simultaneamente
ao pico de IL-6 na concentragdo sanguinea, ocorre um aumento nas citocinas pro e anti-
inflamatérias, como IL-1 e IL-10 (SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015). Embora nédo tenha
havido diferenca no IFN-y e no TNFa, a IL-10 circulante aumentou apds a sessao aguda de
exercicios, conforme relatado em estudos anteriores (Ulven, Foss et al. 2015, Santos,
Sierra et al. 2016).

Por aumentar concomitantemente com o aumento da IL-6 produzida durante o
exercicio, alguns autores também descrevem a IL-10 como uma miocina (JUNG et al.,
2015; LEAL et al., 2018; SANTOS et al., 2020) que exerce efeitos antiinflamatoérios. Assim,
0 aumento na IL-10 pode indicar uma contra-regulagédo da inflamagdo induzida pelo
exercicio por citocinas anti-inflamatérias que também sdo secretadas pelo exercicio
(ULVEN et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

Embora os resultados deste estudo mostram claramente que o exercicio aerébio
submaximo até a fadiga modificou as respostas fisiolégicas e imunolégicas, como o
aumento no numero de leucdcitos e nas concentracdes plasmaticas de citocinas, essas
respostas ndo se correlacionaram com a massa muscular do ou periférica dos membros
inferiores. Embora a literatura mostre que os musculos exercitados produzem e liberam
citocinas na corrente sanguinea, nossa hipétese de que essa producéo / liberacao esteja

associada a quantidade de tecido muscular ndo foi confirmada.

8. CONCLUSAO

O protocolo de corrida além de alterar parametros de carga interna associada ao
exercicio também foi capaz de modificar as varidveis imunolégicas e inflamatérias, como

contagem de leucadcitos e citocinas.

Apesar da IL-6 e a IL-10 estarem associadas ao exercicio, essas citocinas nao
demonstram se correlacionar com os niveis de massa muscular total, e de membros
inferiores. Porém nossos dados sugerem que o nivel da resposta imunolégica é

proporcional a variaveis do exercicio, como o tempo até a fadiga e distancia percorrida.
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Lembramos que em nossa coleta de sangue, realizamos uma puncdo na veia
cubital em um dos membros superiores e, como a IL-6, possui acdes nos musculos
estimulados pela contracgéo, talvez sua concentragao nos membros inferiores possa ter sido
diferente no momento da coleta. Sugerimos que estudos sobre citocinas liberadas em
decorréncia do exercicio sejam coletados por meio de biopsia muscular e sérica a fim de

entender as diferencas nas concentracdes das citocinas em diferentes tecidos.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Convidamos o senhor para participar da pesquisa referente ao projeto
intitulado “EFEITO DO EXERCICIO FiSICO AGUDO CONTINUO
SUBMAXIMO EM BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO,
INFLAMATORIOS E DO SISTEMA IMUNE EM ATLETAS DE CORRIDA DE
RUA”, realizado pelo discente Lazaro F. Lobo, sob a orientacdo do Prof. Dr.
Albend Nunes Silva. Esta pesquisa ira contribuir para a producdo de
conhecimento com o potencial de auxiliar o profissional de Educacao Fisica
e pesquisadores da area cientifica, a esclarecer melhor as lacunas sobre
a resposta do sistema imunoldgico apds o exercicio fisico subméaximo,
melhorando assim a qualidade da prescricdo de exercicios.

Sua participacdo € voluntaria, o que significa que vocé podera desistir
a qualguer momento, retirando seu assentimento pelo responsavel, sem que
isso |he traga nenhum prejuizo ou penalidade. Caso decida aceitar o convite,

participara dos seguintes procedimentos descritos a seguir.

A pesquisa sera realizada nas dependéncias da Escola de Educacao
Fisica da UFMG (EEFFTO) e no endereco Av. Pres. Antonio Carlos, 6627
Campus — Pampulha e na faculdade de medicina da UFMG no endereco Av.
Prof. Alfredo Balena, 190 - Santa Efigénia, sempre acompanhado pelos
responsaveis da pesquisa e profissionais de saude para as avaliacdes de
velocidade critica, antropometria, DEXA/densitometria e um

exercicio fisico submaximo em esteira.

O estudo nao apresenta indicativo de risco a saude, mas poderdo estar
sujeitas a pequenas escoriagcdes e/ou entorses decorrentes comuns da

pratica esportiva de corrida. Os participantes estarao livres para se recusarem
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a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. O objetivo do estudo é
investigar a resposta imune, inflamatéria e de biomarcadores de estresse
oxidativo em atletas corredores de rua ap6s uma sessao de exercicio fisico
continuo submaximo em esteira até a fadiga.

O discente conta com um grupo de colaboradores do Laboratério de
Inflamacéo e Imunologia do Exercicio (LABIIEX), do Laboratorio de Fisiologia
do Exercicio da UFMG (LAFISE) instruidos para a aplicacdo dos testes que
auxiliardo este estudo.

Reafirmamos que, se depois de consentir a participacao do aluno, o
(@) Sr(a) desistir de continuar, tem o direito e a liberdade de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta

dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa.

Todas as informacfes desta pesquisa serdo armazenadas em sigilo no
banco de dados do Laboratorio de Inflamacdo e Imunologia do Exercicio
(LABIIEX), sob a guarda do professor orientador do estudo, Prof. Dr. Albena
Nunes Silva e serdo manipuladas pelos integrantes do mesmo. Os resultados
da pesquisa serao analisados e publicados por meio de artigo em revistas

cientificas.

Para qualquer outra informacdo, poderd entrar em contato com o
pesquisador pelo telefone (31) 994274535; com o orientador da pesquisa no
endereco Centro Desportivo da Universidade Federal de Ouro Preto, Rua
Dois, 110, Campus Universitario - Ginasio de Esportes, sala 20, Ouro Preto-

MG ou pelo email albenanunes@hotmail.com; ou, para esclarecimentos

éticos, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ouro Preto: (31) 3559-1368.

CONSENTIMENTO:



mailto:albenanunes@hotmail.com
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Eu li e

entendi as informacbes precedentes e aceito participar da pesquisa
intitulada: ~ “EFEITO DO EXERCICIO FiSICO AGUDO CONTINUO
SUBMAXIMO EM BIOMARCADORES DE  ESTRESSE OXIDATIVO,
INFLAMATORIOS E DO SISTEMA IMUNE EM ATLETAS DE CORRIDA DE
RUA” realizada por pesquisadores e da Universidade Federal de Ouro Preto

e da Universidade Federal de Minas Gerais.

Portanto, concordo com o que foi acima citado e livremente dou o meu

consentimento.

Assinatura do participante

Belo Horizonte, Data / /




ANEXO A

Questionario de Prontidao para Atividade Fisica (PAR-Q)

Este questionario tem o objetivo de identificar a necessidade de avaliacdo por um médico antes
do inicio da atividade fisica. Caso vocé responda “SIM” a uma ou mais perguntas, converse com
seu médico ANTES de aumentar seu nivel atual de atividade fisica. Mencione este questionario e
as perguntas as quais vocé respondeu “SIM".

Por favor, assinale "SIM" ou "NAQ" as sequintes perguntas:

1. Algum médico ja disse que vocé possui algum problema de coragédo e que sé deveria
realizar atividade fisica supervisionado por profissionais de satde?

™ sim ™ Nao
2. Vocé sente dores no peito quando pratica atividade fisica?
™ sim ™ Nao

3. No ultimo més, vocé sentiu dores no peito quando praticou atividade fisica?
™ sim ™ Nao
4. Voceé apresenta desequilibrio devido a tontura e/ ou perda de consciéncia?

T sim ™ Nao

5. Vocé possui algum problema dsseo ou articular que poderia ser piorado pela atividade
fisica?
™ sim ™ Nao

6. Vocé toma atualmente algum medicamento para pressao arterial e/ou problema de
coragao?

™ sim ™ Nao
7. Sabe de alguma outra razdo pela qual vocé nao deve praticar atividade fisica?
™ sim ™ Nao

Nome completo Idade:

Data Assinatura:

Se vocé respondeu “SIM" a uma ou mais perguntas, leia e assine o “Termo de Responsabilidade
para Pratica de Atividade Fisica"

Termo de Responsabilidade para Pratica de Atividade Fisica

Estou ciente de que é recomendavel conversar com um meédico antes de aumentar meu
nivel atual de atividade fisica, por ter respondido “SIM" a uma ou mais perguntas do "Questionario
de Prontiddao para Atividade Fisica” (PAR-Q). Assumo plena responsabilidade por qualquer
atividade fisica praticada sem o atendimento a essa recomendacéo.

Nome completo

Data Assinatura:
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ANEXO B

ESCALA DE BORG ADAPTADA
PERCEPCAO DE ESFORCO

REPOUSO

DEMASIADO LEVE °
MUITO LEVE
MUITO LEVE-LEVE

LEVE @ ;;
LEVE-MODERADO ’

MODERADO
MODERADO-INTENSO

INTENSO
MUITO INTENSO







