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RESUMO

Em tempos atuais, com diversas sindromes/patologias relacionadas a0 nosso sistema
imunol6gico é imprescindivel praticar exercicios que sgjam imunoestimulantes, levando em
consideracdo a influéncia de diversos horménios e citocinas. Dentre esses, destacam-se as
catecolaminas, que além de atuarem no aumento dos leucdcitos circulantes, pela maior
liberacdo de células da medula Gssea e de 6rgdos linfoides, também influenciam as fungdes
das células imunoldgicas. Surpreendentemente, pouco se sabe do efeito da intensidade do
exercicio fisico sobre a resposta de células imunologicas teciduais, apesar de sua extrema
importancia, tanto na mobilizagdo como na possivel comunicagdo com outros 0rgaos. Essas
células sofrem influéncia da intensa inervagdo, aém da produgdo autdgena de catecol aminas,
estabel ecendo um processo de neuroimunomodulagdo local e aterando seu fendtipo de acordo
com o0 microambiente. Assim, 0 presente trabalho objetivou investigar se a estimulacéo
adrenérgica afeta o perfil inflamatorio de macréfagos residentes no periténio de ratos, por
meio de diferentes intensidades de exercicio fisico agudo. Ratos Wistar foram submetidos a
uma sessdo aguda de natagcdo com trés intensidades de exercicio (conforme sobrepeso atado a
base da cauda, como porcentagem da massa no animal): repouso (20 min), 4 % (20 min) ou
8 % (até a exaustdo). Trinta minutos antes das sessdes de exercicio, 0s animais receberam
(i.p.) bloqueadores adrenérgicos [prazosina (a3), ioimbina (ay), metoprolol (B1), propranolol
(B inespecifico) e duplo blogueio (a;, az e B)], ou PBS como controle, sendo mortos
imediatamente ap0s 0 exercicio ou depois de 6, 12 ou 24 h apls as sessbes de nado.
Determinou-se uma curva intensidade de exercicio-resposta em funcdo do tempo sendo
avaliada a funcdo dos macréfagos por meio da capacidade fagocitica e de producéo de 6xido
nitrico (NO, pela medida de nitritos em meio de incubacdo). Os dados mostraram que a maior
influéncia do exercicio sobre estas varidveis do macrofago da-se 6 h apos a sessdo e que estas
respostas sdo dependentes da carga e de estimulacéo a-adrenérgica. Entretanto, 0 aumento na
producdo de NO ndo foi devido nem aincrementos na quantidade de moléculas da enzima NO
sintase induzivel (iNOS) nem de seu RNA mensageiro e nem da arginase-1 (proteina e
RNAmM) que compete pela arginina com a iNOS. A reducdo na quantidade de moléculas de
proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70), que reprimem a expressdo de iNOS,
também ndo foi observada. Em conclusdo, a modulacdo do perfil pro-inflamatorio dos
macrofagos peritoneais com o0 exercicio é dependente da carga e da estimulacdo

a-adrenérgica.



ABSTRACT

In current times, with the prevalence of several syndromes/pathologies related to our immune
system, it is essential to practice exercises that are immunostimulants, taking into account the
influences of various hormones and cytokines. Among these, catecholamines, which rise
circulating leukocyte counts through increased release of bone marrow cells and lymphoid
organs as well as influence the functions of immune cells. Surprisingly, there are afew studies
about the effect of physical exercise load on the responses of tissue immune cells, which are
extremely important, both in the mobilization as well as in the possible cross-talk with other
organs. These cells are influenced by extensive innervation, besides their autogenic
production of catecholamines, establishing a local neuroimmunomodulation and changing
their phenotype according with microenvironment. Therefore, the present study aimed at
investigating how adrenergic stimulation affects the inflammatory profile of rat peritonea
resident macrophages under different intensities of acute exercise. Wistar rats were submitted
to a session of acute swimming with three exercise intensities (by an overweight attached to
the base of the tall, as a percentage of animal body weight): rest (20 min), 4 % (20 min) or 8
% (to the point of exhaustion). Thirty minutes before the exercise sessions, the animals
received (i.p.) adrenergic blockers [prazosin (al), yohimbine (a2), metoprolol (1),
propranolol (B unspecific) and double blockade (a1l a2 and )], or PBS as control, being
killed immediately after exercise or after 6, 12 or 24 h after the sessions. It was prepared an
exercise intensity-response curve as a function of time, being evaluated the function of
macrophages through the phagocytic capacity and production of nitric oxide (NO, by the
measurement of nitrite in the incubation media). The data showed that the highest influence of
exercise on these variables occurred 6 h after the session and that these responses are
dependent on exercise load and of a-adrenergic stimulation. However, the increase in the
production of NO was not due nor to the increments in the number of molecules of the
enzyme inducible NO synthase (iNOS), nor to its messenger RNA and neither to the arginase-
1 (protein and mRNA) that competes for arginine with NOS. A possible reduction in the
amount of molecules of the 70 kDa heat shock proteins (Hsp70), which suppress iNOS
expression was also not observed. In conclusion, the modulation of peritoneal macrophage
pro-inflammatory profile with exercise is dependent on exercise load and a-adrenergic

stimul ation.
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1INTRODUCAO

Em 2011, a Organizagdo Mundia de Saide (OMS) relatou que em torno de 24,7
milhdes das mortes registradas até entdo, foram decorrentes de doencas relacionadas a
insuficiéncias referentes ao sistema imunologico (doencas infecciosas e parasiticas, cancer,
doencas relacionadas ao sobrepeso e diabetes). A entidade faz um progndstico, estimando um
aumento em torno de 50 % de novos casos de cancer em 2030. Destaca-se também, o fato de
3,2 milhdes de dbitos causados pela inatividade fisica, visto que ao realizarmos exercicio
fisico de modo periddico, diminuimos de 20-30 % os riscos de todas as causas de mortalidade
(2011). Portanto, pesquisas e alternativas que ativem o sistema imunol6gico sdo idealizadas,

sendo o exercicio fisico alternativa viavel e eficaz.

Este sistema apresenta respostas que definem as imunidades inata e adaptativa. A
primeira representa a resposta imediata a uma injuria ou infeccdo e é compreendida por
células fagocitérias, como monacitos, macrofagos e neutrofilos; a segunda apresenta resposta
caracteristica a um determinado patdgeno, sendo representada pelos linfocitos, que podem ser

classificados basicamenteem B ou T (Leandro, de Castro et a. 2007).

Estas cdlulas sdo originadas na medula dssea por meio de células tronco
hematopoiéticas (HSC) (células iniciais) as quais originam dois tipos de células progenitoras
multipotentes: a) células linfoides e migloides e b) células mieloides, eritrocitos e plaquetas. O
primeiro (a) gera precursores de células linfoides e algumas mieloides e o segundo (b) cria
linhagens eritrociticas, monociticas, megacariociticas e granulocitica as quais via fatores de
estimulacdo de colbnias, promotoras do crescimento e desenvolvimento de céulas
leucocitarias, originam, respectivamente, células sanguineas vermelhas, mondcitos, plaguetas
e granulécitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos). Estes fatores de desenvolvimento
providenciam um mecanismo para repor leucocitos que possam ter sido consumidos durante
um processo inflamatdrio €/ou imunoldgico (Abbas, Litchman et al., 2014). Assim, apos as
rodadas de diferenciacBes, as células originadas das linhagens linfoides e mieloides sdo
coletivamente denominadas leucdcitos (Benschop, Rodriguez-Feuerhahn et a. 1996) e
alcancam a circulagdo sanguinea, direcionando-se para as diferentes regides do organismo nas
quais irdo atuar. Por esta pesquisa estar relacionada com macrofagos peritoneais,
preocuparemo-nos, a partir deste paragrafo, em direcionar atese para este tipo celular.
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Na corrente sanguinea, mondcitos circulantes estdo juntos as demais células do sangue
ou aderidos ao endotélio vascular. Ao passarem para o intersticio, atraidos por mediadores
quimiotaticos liberados pelas células dos tecidos sob injuria, 0s mondcitos alteram a sua
funcdo e diferenciam-se em macroéfagos. Diferenciada, esta célula é responsavel pela secrecéo
de diversas moléculas que promovem ou inibem a inflamag&o, regulam o crescimento e a
hematopoiese, influenciam a funcdo do linfécito, afetam o reparo e renovagdo tecidual;
liberam substéncias que agem como fatores regulatorios ou que possuem acdo microbicida
(Woods, Lu et a. 2000, Kizaki, Takemasa et a. 2008, Doan et a. 2008) apresentam
capacidade de aderéncia, quimiotaxia e fagocitose (Heimbach, Reznikov et a., 2001,
Leandro, de Castro et a., 2007, Doan et a., 2008) caracterizando-a, dessa forma, como a
principal célula mediadora da resposta inflamatéria (Heimbach, Reznikov et a. 2001).

Entretanto, estudos recentes sugerem que, em sSituagbes ndo inflamatérias ou
infecciosas, macréfagos residentes teciduais sejam células hematopoiéticas derivadas da
mesoderme, ndo dependendo de mondécitos sanguineos ou progenitores hematopoi éticos
adultos para sua renovagdo. Desempenham fungdes em seus tecidos na condicao steady-state
e apos turnover celular (Davies, Jenkins et a. 2013, Hashimoto, Chow et al. 2013, Varol,
Mildner et al. 2015). Dessa forma, essas popul agdes teciduais repovoam este local ao longo da
vida adulta (Hashimoto, Chow et a. 2013).

Macréfagos podem ser isolados por lavagem peritoneal suave, em camundongos,
sugerindo que elas podem ndo estar aderentes ou aderem de modo fraco ao tecido local (Kim,
Keshava et a. 1997). Nessa condicdo quiescente, pesquisas recentes sugerem, em
camundongos, a existéncia de duas populagdes com diferentes tamanhos, no lavado
peritoneal: macrofagos peritoneais grandes (MPG), em torno de 90 %, e macréfagos
peritoneais pequenos (MPP), aproximadamente 10 %, derivados da migracdo dos mondcitos
circulantes (Ghosn, Cassado et al. 2010, Davies, Rosas et al. 2011, Cassado Ados, D'Imperio
Lima et a. 2015). Essa composicéo pode aterar através da reacdo de desaparecimento de
macréfagos (MDR) quando camundongos ao serem submetidos in vivo, por injecéo
intraperitoneal, ao LPS, tioglicolato ou outros agentes inflamatorios, apresentam migragdo da
intensa maioria de MPGs, em torno de 95 %, para tecidos linfoides e omento, sofrendo
apoptose ou aderindo as margens do periténio (Barth, Hendrzak et al. 1995, Zhu, Naito et al.
1997, Ghosn, Cassado et a. 2010, Davies, Rosas et al. 2011, Cassado Ados, D'Imperio Lima
et al. 2015).
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As células permanecentes na cavidade peritoneal, os 5% restantes de MPGs, em
resposta ao invasor, produzem elevadas concentracbes de NO e de particulas/células
fagocitadas. Para auxiliar no combate a inflamagéo, mondcitos circulantes séo recrutados para
a cavidade peritoneal, por meio de diapedese, diferenciando-se em MPPs, renovando e
melhorando as condi¢fes imunol6gicas das células peritoneais, de acordo com a intensidade
do estimulo inflamatdrio. Supdem-se que, ao finalizar o processo inflamatério, os MPGs
retornam a cavidade peritoneal, restaurando a homeostase por intermédio de intensa
proliferacdo (Zhu, Naito et al. 1997, Ghosn, Cassado et al. 2010, Davies, Rosas et a. 2011,
Cassado Ados, D'Imperio Lima et a. 2015). Esta proliferacdo, ap0s estresse em
camundongos, é diretamente influenciada pela sinalizacdo do é&cido retinoico e M-CSF,
estocados no omento, os quais podem influenciar a expressdo de arginase-l, enzima
responsavel pela producéo de ureia a partir da arginina servindo como competidora imediata
da NO sintase durante a producdo de NO. O omento, € um tecido adiposo que conecta
estdbmago, pancreas, baco e cdlon, contendo muitos precursores de macréfagos, formando um
microambiente favoravel para a diferenciaco, fornecimento de novas células a cavidade
peritoneal, maturagdo ou proliferacdo de macrofagos (Zhu, Naito et a. 1997, Okabe and
Medzhitov 2014, Cassado Ados, D'Imperio Lima et al. 2015). Estes fagécitos também podem
migrar para os tecidos linfoides facilitando a apresentacdo de antigeno e o desenvolvimento
da imunidade adaptativa contra patégenos invasores (Cao, Lawrence et al. 2005).

Portanto, pela resposta da MDR, a migracdo de macrofagos peritoneais e mondcitos
circulantes pode representar uma resposta organica benéfica que resulta na ativacéo e
regulacéo de funcbes de macréfagos peritoneais (Zhu, Naito et a. 1997, Ghosn, Cassado et al.
2010, Davies, Rosas et a. 2011, Cassado Ados, D'Imperio Lima et al. 2015). Aliés, nessas
situagdes de estresse, uma redistribuicdo de células imunoldgicas a partir de compartimentos
corporais é essencia para a efetiva vigilancia e funcéo imunoldgica. Afinal, ndo é atoa, que
existe uma inervacdo por fibras e terminais catecolaminérgicos em todos o0s 0Orgaos
imunoldgicos. Pois, via catecolaminas, ha mobilizagdo das células imunolgicas da corrente
sanguinea e reforco no trafego de subpopulagdes especificas para fora do sangue, em vias de
vigilancia tecidual, tecidos linfoides secundérios e locais de inflamagdo. Assim como na
resposta a infeccdo ou inflamagdo, esses processos também sdo aplicados aos efeitos do
exercicio nafuncdo e distribuicéo das células imunol dgicas, visto que as ateracbes enddcrinas
causadas pelo estresse sdo similares as do exercicio (Nance and Sanders 2007, Dhabhar,
Malarkey et a. 2012).
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1.1 Sistema imunoldgico e exercicio fisico

Uma simples sesséo de exercicio, independente do tipo, duracdo e intensidade, pode
induzir no sistema imunolégico um aumento dos niveis de leucocitos circulantes (Malm,
Nyberg et al. 2000, Starkie, Rolland et a. 2001, Natale, Brenner et a. 2003, Zadivar, Wang-
Rodriguez et a. 2006) enquanto que a secrecdo de catecolaminas (agindo direto na interacéo
célula-célula) e o desprendimento de células do endotélio vascular estdo relacionados com
esta elevacdo durante a sessdo de exercicio fisico (Rhind, Gannon et a. 1999, Woods, Lu et
al. 2000), estando positivamente correlacionado a intensidade do exercicio, viamaior estresse
de cisalhamento intravascular (Natale, Brenner et a. 2003). Em virtude desse aumento dos
nivels celulares, nas horas subsequentes ao final desta série de exercicio ha uma redistribuicéo
de células. As contagens celulares circulantes voltam aos valores de repouso e 0 excedente €
direcionado paratecidos e 6rgdos linfoides (Fig. 1). Apesar de pouco pesquisada na fisiologia
do exercicio, esta migracdo celular parece ser importante para a vigilancia imunoldgica,
promovendo comunicagdo entre células, adequada resposta ao estimulo (Walsh, Gleeson et al.
2011, Dhabhar, Madarkey et a. 2012,Kruger, Lechtermann et a. 2008) e aumento da

capacidade de resposta nos compartimentos imunoldgicos, protegendo 0 microambiente

celular.
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Fig. 1. Mecanismos desencadeados pelo exercicio agudo que afetam o0 sistema imunolégico.
Fonte: Walsh, 2011.
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Por outro lado, diversos pesquisadores acreditam na participagdo do cortisol no
aumento do trafego e nas fungdes das células imunoldgicas na situagdo de exercicio fisico
(Walsh, Gleeson et al. 2011). Esta parece ndo ser verdadeira quando relacionada a ativacéo de
monaocitos/macrofagos em uma sessdo aguda de exercicio fisico, principamente de alta
intensidade uma vez que, ha somente um pequeno aumento na concentracdo de cortisol,
podendo até mesmo ser confundida por variagdes diurnas normais nas concentractes
hormonais (Hoffman-Goetz and Pedersen 1994, Bornstein and Chrousos 1999).

Macrofagos sdo ativados de forma rapida quando surge uma infecgdo no organismo e
buscam a reducéo do crescimento ou eliminacdo do invasor microbiano, existindo resposta
mais efetiva destas células quando o individuo realiza exercicio fisico de carga moderada.
Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio, demonstraram que mondcitos circulantes
de ratos, submetidos a exercicio agudo de intensidade moderada e coletados em seguida apds
o término do esforgo, apresentaram aumentos no numero de particulas fagocitadas, liberacéo
de peréxido de hidrogénio e NO (avaliado pela capacidade de producéo de nitritos em
incubagdes de 1h) e expressdo de iNOS, concebivel pelo aumento de catecolaminas
circulantes que ativam o mondcito via NF-kB a produzirem TNF-a, que continua ativando o
monaocito/macréfago, numa estimulacdo autécrina de retroalimentacdo positiva (Silveira,
Rodrigues et a. 2007, da Silva Rossato, Krause et a. 2014).

Cédulas de Kupffer, macréfagos aveolares e monadcitos circulantes de roedores
submetidos a uma sessdo aguda de exercicio fisico de moderada ou ata intensidade,
apresentaram fagocitose aumentada logo apos a sesséo de exercicio fisico (Su, Chen et al.
2001, Sugiura, Sugiuraet a. 2001, Y ano, Kinoshita et al. 2004, Scholer, Marques et al. 2016),
ndo havendo distin¢cdo por género ou idade (Ferrandez and De la Fuente 1999). Entretanto,
nas horas subsegquentes ao esforco fisico de ata intensidade, parece ocorrer uma resposta
imunologica anti-inflamatéria compensatoria com reducdo nas respostas de macrofagos e
linfocitos Thaper, COMO sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) induzida pelo
exercicio, podendo ser responsavel por imunossupressao sustentada e transitéria, ao contrario
da intensidade moderada. Muitos fatores conhecidos e similares podem estar envolvidos na
SIRS induzida pelo exercicio ou trauma, como hipdxia, estresse hormonal, metabdlico e
oxidativo, os quais aumentam a liberacdo de citocinas e consequente, inflamacéo
(Vassilakopoulos, Zakynthinos et al. 1999, Shephard 2001, Fehrenbach and Schneider 2006,
Scholer, Marques et al. 2016).
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Agravando ou complementando este quadro de SIRS, o exercicio intenso promove
pequenas lesdes nas paredes da mucosa intestinal ocasionadas por modificagdes na
permeabilidade da membrana intestinal, liberando atas quantidades de LPS na circulacéo
portal (Yano, Kinoshita et al. 2004). Contudo, esse tipo de resposta endotoxémica e de SIRS
estdo associados com formas extremas de exercicio fisico como maratonas ou ironman, pois,
em geral, o efeito do exercicio é considerado anti-inflamatdrio (Lancaster and Febbraio 2014),
pelo menos quando realizado cronicamente.

Auxiliando na sinalizac&o, citocinas pré-inflamatorias e NO aumentam no exercicio
fisico e alertam as demais células imunol égicas do perigo iminente e estabelecido (Connoally,
Caiozzo et a. 2004). Entretanto, ao longo do periodo de recuperacdo, ha queda das
concentragdes dessas citocinas, sendo que a resposta de recuperacdo do organismo
dependente da intensidade/duracéo do esforco fisico, ou sgja, quanto mais intenso/longo for o
exercicio fisico e quanto maior for 0 estresse organico, maior tempo de recuperacdo sera
exigido a fim de estabilizar de novo a homeostase (Ostrowski, Rohde et a. 1999). Para
equilibrar este desbalanco, 0s mecanismos dos componentes da resposta anti-inflamatoria,
apesar de ainda ndo estarem totalmente claros, podem estar relacionados a estimulacéo
associada a0 exercicio em humanos de IL-1ra, STNF-rl, sTNF-r2, IL-10, IL-6, HSP70
intracelular, DUSP e outros mediadores que podem agir desativando as MAPKs ou vias de
proteinas cinases ativadas pelo estresse com 0 organismo buscando dessa forma, uma
diminuicio da magnitude e da duracdo da resposta inflamatdria ao exercicio fisico
(Ostrowski, Rohde et al. 1999, Connolly, Caiozzo et al. 2004, Kizaki, Takemasa et a. 2008).

Dessa forma, parece existir concordancia geral de que niveis moderados de exercicio
ou mesmo treinamento possam estimular por completo as defesas imunoldgicas, enquanto
treinamento severo ou extenuante pode suprimir defesas imunol 6gicas contra infeccdes virais
e bacterianas (Nieman 1997). Suspeitamos que 0s provaveis protagonistas desse perfil
divergente possam ser catecolaminas, adrenalina e noradrenaling, pois, devido: (A) arede de
inervacdo simpatica em torno de 6rgéos linfoides (Nance and Sanders 2007); (B) a sintese de
catecolaminas pelas préprias células imunologicas (Josefsson, Bergquist et al. 1996, Brown,
Meyers et al. 2003) (Flierl, Rittirsch et al. 2009); e (C) diversos estudos demonstrando seus
efeitos pré e anti-inflamatérios sobre essas células. Logo, ndo deve ser uma simples
coincidéncia a ocorréncia de todos esses fatores associados a presenca de receptores o- e 3-
adrenérgicos em macrofagos e nas demais células do sistema imunologico (Elenkov and
Chrousos 1999, Nance and Sanders 2007, Flierl, Rittirsch et a. 2009).
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1.2 Receptor es adr enér gicos em macr 6fagos

Macréfagos contém receptores adrenérgicos al, ap, 1 e B2, apresentando diferentes
sensibilidades as catecolaminas e segundos mensageiros. O receptor al apresenta maior
afinidade pela noradrenalina e ativa a fosfolipase C (PLC) e proteina cinase C (PKC), 0 a5
também possui preferéncia pela noradrenaing, agindo via inibicdo do acimulo de AMPc e
ativagdo de PLC. O receptor [3; apresenta igual afinidade por ambas catecolaminas e ativa a
producdo de AMPc, enquanto que o 3, possui maior afinidade pela adrenalina e também ativa
a producéo de AMPc (Ignatowski, Gallant et al. 1996, Della Rocca, van Biesen et a. 1997,
Nakamura, Johns et al. 1999, Sigola and Zinyama 2000, Grisanti, Woster et a. 2011). Desta
forma, as respostas do macr6fago dependerdo do adrenérgico, do receptor envolvido e o

segundo mensageiro.

Receptores aj-adrenérgico de células mononucleares do sangue periférico, quando
estimulados por noradrenalina, ativam PLC e, logo apds, PKC, apresentando ativacdo
preferencial de ERK2 via fosforilacdo de tirosina em relacdo a ERK1, levando a inducéo de
citocinas pré-inflamatérias (Rouppe van der Voort, Kavelaars et al. 2000). Em situages de
repouso e exercicio, h aumento no potencial fagocitico, producdo de nitritos e expressdo de
INOS e HSP70, resultados estes obtidos pela utilizacdo de blogqueadores adrenérgicos para o
receptor a; (da Silva Rossato, Krause et a. 2014).

Nos receptores 0,, a ativacdo por agonistas e/ou noradrenalina, promove aumentos
proteico e da expressdo de TNF-a, além da producéo de intermediarios reativos ao oxigénio,
quando as células so expostas ao LPS, causando inibicdo naformacdo de AMPc (Ignatowski,
Gallant et a. 1996, Ignatowski, Kunkel et a. 2000, Gosain, Muthu et a. 2007), o qual elevaa
producdo de nitritos (Zinyama, Bancroft et a. 2001), provavel pela via da fosfolipase C.
Porém, Maes e colaboradores (Maes, Lin et a. 2000) descrevem o efeito inibitério promovido
por op-adrenoreceptores agonistas na secrecéo de TNF-a e elevacéo nas concentragdes de IL-

Ira

A ativagdo de receptores f promove aumentos nas concentragoes intracelulares de
AMPc e, consequente ativacdo da proteina cinase A (PKA), diminuindo proteina cinase
ativada por mitogenos (MAPK-p38), e promovendo a diminui¢cdo ou bloqueio do Fator
nuclear kB (NF-kB), em sua ativacdo e translocagdo nuclear, levando a resisténcia antiviral,
aumento no poder fagocitico, quimiotaxia, 1L-10 e IL-6 e diminui¢do da producédo de IL-8,

IL-12, Proteina inflamatéria macrofagica 1a (MIP-1a), NO, peroxido de hidrogénio, 1FN-y,
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TNF-0 em macréfagos apds o estresse imposto, apesar de ocorrer acumulo de RNA
mensageiro de TNF-a (Ignatowski, Gallant et a. 1996, Hasko, Shanley et al. 1998, Farmer
and Pugin 2000, Straub, Mayer et a. 2000, Zinyama, Bancroft et a. 2001, Muthu, He et al.
2010, Henricks, van Esch et al. 1986, Hasko, Shanley et al. 1998, Kohut, Davis et al. 1998,
Mastorakos, Pavlatou et a. 2005, Kondomerkos, Kalamidas et a. 2006, Kizaki, Shirato et al.
2009), visando diminuir a robusta liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, pois o balanco de
citocinas pro e anti-inflamatérias também determina a consequente resposta imunolégica
(Feng, Wang et al. 2002).

A ativacdo isolada de receptores [>-adrenérgicos por agonistas adrenérgicos, promove
elevacdo naregulacdo de mMRNA e de concentracdo proteicade IL-1p e IL-6, via estimulacdo
de ERK1/2 e MAPK p38, independentes de PKA (Tan, Nackley et a. 2007), embora outros
autores demonstrem elevagdes nas concentragdes de AMPc, em macréfagos (Gosain, Muthu
et a. 2007). Portanto, receptores a-adrenérgicos parecem ativar vias pro-inflamatorias de
monocitos/macrofagos enquanto que receptores [-adrenérgicos exercem fungdes opostas,
sinalizando um perfil anti-inflamatério a fim de reduzir a inflamagdo (Barnes, Carson et al.
2015).

Observamos dessa forma, clara polarizacdo de macrofagos promovida por
catecolaminas, visto que ha um fendtipo ativado, pro-inflamatério, com el evadas producéo de
NO e expressdo de iNOS quando as células séo expostas a adrenalina ou noradrenalina (Chi,
Qui et a. 2003), e perfil oposto, anti-inflamatorio, denominado alternativo, mediado por
receptores B.-adrenérgicos no qua estas cdulas aumentam a expresséo de IL-4, IL-10 e

arginase-1 e diminuem a expressao de iNOS e IL-12 (Barnes, Carson et al. 2015)

1.3 Macr éfagos ativados e alter nativos

A mesma classificacdo da resposta de linfocitos, perfil Tni/Tre, € utilizada para
determinar o fendtipo de macréfagos. Assim, sdo divididos em macréfagos classicos ou
fendtipo killing/fighting (M1) e macréfagos aternativos ou fendtipo healing/fixing (M2),
sendo classificados pela rota metabdlica intracelular de arginina. Ambos metabolizam
arginina, viaiNOS (M1) ou hidrolisam arginina via arginase-I (M2), enzimas extensivamente
conservadas durante a evolucdo (Nussler, Billiar et a. 1994, Mills, Thomas et al. 2014, Rath,
Muller et al. 2014).

O perfil M1 apresenta efeitos antiproliferativos e microbicidas através da iNOS, que

reduz seu &omo de nitrogénio para a formagdo do NO e citrulina, principais produtos, aém
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de NOHA (Nussler, Billiar et a. 1994, Bansal and Ochoa 2003, Mills, Thomas et al. 2014,
Rath, Muller et a. 2014). A producdo de Oxido nitrico é dependente da concentracdo
intracelular de arginina, sendo este aminoacido o fator limitante para a atividade enzimatica
daiNOS. Este gas € um agente celular protetor. Todavia, em grandes quantidades, pode inibir
areplicagdo de linfocitos e respirago mitocondrial, induzindo apoptose nestas células. Além
disso, em combinacdo com superdxido, este gés pode formar peroxinitrito, uma espécie
bastante toxica ao proprio macrofago e células vizinhas (Mills 2001, Mori 2007, Rath, Muller
et a. 2014, Weinberg, Sena et al. 2015).

Embora agumas isoformas de NOS sgam expressas de modo constitutiva e
dependentes de célcio, a NOS expressa em macréfagos de mamiferos, iINOS, é independente
de célcio, pode ser inibida pelo excessiva producéo de NO, aém de ser induzida por citocinas
(Nussler, Billiar et a. 1994, Chang, Liao et al. 1998), como TNF-q, IL-12 e-18 e IFN-y. Esta
ultima é produzida por linfocitos T, macrofagos ou células NK e constitui-se como o estimulo

mai s potente, em macrofagos de roedores, a produzir NO viaiNOS (Mills 2001).

Macrdéfagos em perfil M1 mostram altos niveis de glicdlise e absorcéo de glutaminana
presenca de oxigénio, atas produgdes de &cido léctico e succinato e baixo consumo de
oxigénio, quando relacionado a macréfagos quiescentes, sugerindo um el evado metabolismo
glicalitico (Pearce and Pearce 2013, Ganeshan and Chawla 2014, Covarrubias, Aksoylar et a.
2015, Weinberg, Sena et a. 2015). A diminuicdo na respiracdo mitocondrial parece ocorrer
por bloqueio na cadeia transportadora de el étrons, promovido pela producdo de NO mediado
por iINOS, facilitando a producdo de EROs na defesa do hospedeiro (Pearce and Pearce 2013,
Ganeshan and Chawla 2014, Covarrubias, Aksoylar et al. 2015, Weinberg, Senaet al. 2015).

Além disso, tanto glicdlise (via das pentoses-fosfato), como glutamindlise (via
lancadeira mal ato-aspartato e malato desidrogenase dependente de NADP") contribuem paraa
sintese de NADPH, necessaria para a geragdo de EROs, pelo sistema NOX, e riboses,
necessarias para a sintese de RNA e DNA (Ganeshan and Chawla 2014), tanto para a
proliferacdo celular quanto para a sintese de novas proteinas, necessérias para a resposta

imunol 6gica.

Entretanto, a0 mesmo tempo em que as células sdo ativadas por determinados
estimulos, ha ainducéo de vérios genes relacionados com a protecéo dos macréfagos situados
neste microambiente muito toxico, protegendo e, aparentemente, preparando as células para o
fendtipo M2. Dentre esses candidatos, poderiamos destacar a arginase |, reconhecida pelo seu
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papel proliferativo celular, e as HSP70s. As HSPs sdo proteinas com grande conservacao
durante a evolugdo que apresentam aumentos em seu conteido intracelular, quando as células
s80 desafiadas a diversos fatores estressantes (King, Lin et al. 2002, Calini, Urani et al. 2003,
Padmini, Uthra et al. 2011). As elevadas concentragcbes de HSP70 no citossol celular
promovem citoprotecdo, inducdo de mecanismos antiapoptéticos da célula, modulacdo da
progressao do ciclo celular, acdo anti-inflamatoria, auxilio no reparo de proteinas danificadas
e na degradacdo de proteinas danificadas de forma irreversivel (Simar, Malatesta et a. 2004,
Asea 2007). Contudo, ao ser secretada para o meio extracelular, assim como outras citocinas,
estimul a receptores de macrofagos, os quais deflagram a resposta inflamat6ria, sendo portanto
considerada molécula imunomoduladoras (Kovalchin, Wang et al. 2006, Calderwood,
Theriault et al. 2007).

Por outro lado, macréfagos M2 apresentam grandes concentragdes intracelulares de
arginase | e/ou Il proporcionando efeitos opostos ao do perfil M1, agindo em reparo e
proliferacdo tecidua (Mills, Thomas et a. 2014), apods estimulo estressor, sendo ornitina e
ureia os produtos principais da hidrélise da arginina, além de poliaminas e prolina (Nussler,
Billiar et a. 1994, Bansal and Ochoa 2003, Mills, Thomas et al. 2014, Rath, Muller et al.
2014). Ornitina, pode ser convertida a putrescina por Ornitina descarboxilase (ODC) e depois
para poliaminas, que sdo solicitadas para a replicacdo do DNA e proliferacdo e diferenciacéo
celular. Além disso, ornitina via Ornitina aminotransferase (OAT) é também um precursor de
|-A™-pirrolina-5-carboxilase (P5C) que gera prolina, um componente do colgeno utilizado no
reparo tecidual ou atua como uma matriz que pode promover uma replicacdo celular (Wu and
Morris 1998, Mills 2001, Rath, Muller et al. 2014).

Ativando este perfil ha as citocinas anti-inflamatoérias, como TGF-f1 elL-4, -13 e -10,
podendo estimular a via da arginase pelas suas duas isoformas, apesar de a arginase-|
apresentar mais estudos comprobatérios (Munder, Eichmann et a. 1999, Mills 2001,
Rodriguez-Prados, Traves et a. 2010, Rath, Muller et al. 2014). Dessa forma, ambas
isoformas | e I, sGo expressas em macréfagos, catalisando a mesma reagdo quimica mas, séo
diferenciadas na expresséo celular, regulacéo e localizacdo subcelular (Mills 2001, Munder
2009), pois arginase | é citosol6lica enquanto arginase 11 é mitocondria e apresenta 59 % de
similaridade com o tipo | (Mori 2007, Munder 2009).

Macrofagos alternativos exibem alto consumo basal de oxigénio, induzido por IL-4

ativando o ativador de transducéo de sinal e transcricdo 6 (STAT6) que induz o coativador 13
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do receptor gamma ativado por proliferadores de peroxissoma (PGC-1B) resultando em
biogénese mitocondria e oxidacdo de &cidos graxos (Weinberg, Sena et al. 2015), sugerindo
gue macrofagos M2 requeiram AMPK como estimulador da oxidacdo de acidos graxos. Estes
obtidos no compartimento lisossomal interno, algo |6gico em virtude da proximidade da
mitocondria (Pearce and Pearce 2013, Weinberg, Senaet a. 2015).

Além disso, estudos descrevem a liberacdo de arginase para 0 meio extracelular
visando o diminuir o consumo de arginina, reduzindo este substrato e evitando possiveis
proliferacbes de micro-organismos presentes. Dessa forma, mantém uma agdo inflamatoria,
mesmo na auséncia da producdo de éxido nitrico, o qual € reduzido por ser muito nocivo as
células. Portanto, arginase € caracterizada por funcgdes contraditérias, assim como HSP70,
pois sua exportacdo caracteriza fendtipo citotoxico, enquanto que um aumento intracelular
denota perfil anti-inflamatério, visando a proliferagdo celular. Indepedente da funcéo a ser
realizada, quando arginase é induzida, 0 metabolismo de arginina € direcionado para €la,
influenciando de modo negativo a atividade de iINOS, que é dependente de arginina
(Schneider and Dy 1985, Gotoh and Mori 1999).

Ambos os fendtipos de macrofagos séo atuantes em locais de inflamagdo disputando o
protagonismo do cen&rio e o consumo de arginina: primeiro ha a ativagdo de M1 com elevada
liberacBo de NO, peréxido de hidrogénio e superdxido e fagocitose, objetivando a
esterilizacdo do local e dependendo da intensidade da resposta, pode ocorrer ou ndo a
liberagc@o de arginase | para 0 meio extracelular. Concluido este processo, a liberacdo de NO
espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio (ERON) é suspensa, ocorrendo uma supremacia na
atividade de arginase I, resultando em proliferacdo e restauracdo da populacéo celular,
destacando-se como fendtipo caracteristico de M2 (Gotoh and Mori 1999, Mills, Thomas et
a. 2014).

Interessantemente, esse parece ser 0 mesmo cenario estabelecido durante e apos o
término, alongo prazo, de uma sessdo aguda de exercicio fisico de intensidade moderada (fig.
2). Ao nosso conhecimento, parece ndo existirem evidéncias e esclarecimentos a respeito da
inducdo destes perfis com o estimulo do exercicio fisico. Contudo, podemos constatar
ativacdo e desativacdo desta célula, determinando a finalizagcdo de um fendtipo para o inicio
do outro (Vassilakopoulos, Zakynthinos et a. 1999, Shephard 2001, Fehrenbach and
Schneider 2006, Silveira, Rodrigues et al. 2007, da Silva Rossato, Krause et a. 2014),

inclusive no exercicio intenso (fig. 3). Nesta situacéo, ha uma potente estimulacéo celular
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(M1), proporciona aintensidade do exercicio fisico, a qual parece apresentar uma reducéo no
tempo de ativacdo celular e estabelecimento do perfil M2 apds um longo periodo da resposta

celular inicial.

Dentre os diferentes hormonios, citocinas e modificacbes metabdlicas causadas pelo
exercicio fisico, acreditamos que adrenalina e noradrenalina sgjam 0s principais responsaveis

pela ateracéo de perfil do macréfago, via seus receptores a- e B-adrenérgicos.

-
>

de macrofagos

Intensidade da resposta

Tempo a partir do
inicio do exercicio

Figura 2. Possivels respostas ao longo do tempo dos perfisM /M 2 pelo efeito do exercicio
fisico de intensidade moder ada. Fonte: a autora.
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Fig. 3. Possiveis respostas ao longo do tempo dos perfis M1/M 2 pelo efeito do exercicio
fisico de alta intensidade. Fonte: a autora.



2 PROBLEMA DA PESQUISA

Como diferentes intensidades de exercicio fisico agudo afetam o perfil inflamatdrio de
macrofagos residentes no periténio de rato pelamodulagdo do sistema nervoso simpético?



3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral:

Investigar o efeito de uma sessdo aguda de exercicio fisico em ratos sedentérios, com
diferentes intensidades, sobre pardmetros caracteristicos de macrofagos peritoneais

inflamatorios e a possivel mediag&o adrenérgica.

3.2 Objetivos especificos:

A) Descrever os efeitos agudos das diferentes intensidades de exercicio fisico

associadas a blogueios alfa e/ou beta-adrenérgicos, nos seguintes parametros.
» concentragOes sanguineas de glicose e lactato;
» contetdo de glicogénios hepatico e dos muscul os gastrocnémios;

» atividade funcional de macr6fagos peritoneais pela andlise da capacidade fagocitica e
producdo de nitritos;

» concentragOes plasméticas de lipoperoxidos e sulfidrilas.

B) Detectar, por uma curva tempo-resposta, 0 periodo pos-exercicio de maior resposta
funcional dos macréfagos, determinada por fagocitose e capacidade de produgdo de nitritos
(indicativo da liberagdo de NO em cultura), nos animais do grupo controle, sem bloqueio

farmacol 6gi co;

C) Descrever ainfluéncia das diferentes intensidades de exercicio fisico associadas a
bloqueios adfa e/ou beta-adrenérgicos no tempo, pos-exercicio, em que as células

apresentaram maior resposta funcional, nos seguintes parametros:

» atividade funcional de macréfagos peritoneais determinada pela capacidade fagocitica

e producdo de nitritos;
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concentragdes plasmaticas de lipoperoxidos e sulfidrilas;

concentracdes intracelulares de HSP70 (indice de estresse celular e blogueadora da
expressdo de INOS), de INOS (enzima que retrata a ativacdo do processo
inflamatorio), de arginase | (enzima que compete com a iNOS pelo consumo de

argininaintracelular), e do normalizador -actina em macrofagos peritoneais,

expressao dos RNAs mensageiros para HSP72, HSP73, Arginase |, INOS e GAPDH

dos macrdéfagos peritoneais.



4MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacéo da pesquisa
Este estudo caracterizou-se por ser experimental (in vivo), com grupos controle e
exercicio para as diferentes intensidades de exercicio fisico aerdbio (natacdo), de efeito agudo

e subagudo, com aplicacdo de farmacos.

4.2 Local derealizagéo
Este projeto teve origem no Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias do Movimento
Humano (PPGCMH) da Escola de Educacéo Fisica (ESEF) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia Celular (FisCel)
localizado no Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) no Campus Central desta
universidade (Avenida Sarmento Leite, 500, CEP 90050-170).

4.3 Caracteristicas especiais relacionadas a biossegur anga

O Laboratério de Fisiologia Celular (FisCel) da UFRGS dispde de uma érea total de
112 m? e conta com Vérias &reas isoladas, para procedimentos especificos, estando dividido
em um laboratério de procedimentos bioquimicos comuns (24 m?), uma &rea reservada a
experimentos com biologia molecular e qRT-PCR (PCR em tempo real, 9 m?), uma camara
escura destinada a estudos de quimiluminescéncia, revelagdes fotograficas e microscopia de
fluorescéncia (3 m?), um laboratério de procedimentos com animais (24 m?), duas salas de
cultura celular com nivel de biosseguranca classe 2 (NB-2, CBQ classe |1, 10 m? cada), uma
drea de preparacdo de racBes animais (5m?), um setor de autoclavagem e lavagem de
materiais (5m?), biotério especifico para camundongos nocaute ou geneticamente
modificados (10 m?), uma secretaria (8 m?), uma sala de semindrios prépria e uma copa com

centro de convivénciaintegrado & sala de estudos (24 m?).

O laboratorio atende as especificacdes para area de biosseguranca com nivel NB-2
contando com piso em manta de poliuretano hospitalar soldado liso com cantos arredondados,
possuindo pias com acionamento por pedal nas entradas das salas de cultura (antessalas) e nas
&reas de acesso aos laboratérios principais. Possui certificacdo para o sistema de gases
(nitrogénio, gas carbonico e GLP que ficam em uma central externa ao prédio com tubulacéo
dedicada apenas ao laboratorio), sistema de protecéo contra incéndio, chuveiro de protecéo
com lava-olhos, iluminagdo de emergéncia e para manipulacdo de radioguimicos e sistema de
condicionamento de ar, aém de rede eétrica com gerador préprio para todo o laboratério
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(com autonomia para 10 horas com um tanque de diesel) e no-break (com autonomia de
2 horas) destinado aos principais circuitos evitando, assim, situagdes de emergéncia em caso

de pane el étrica narede publica.

O laboratério conta com uma Area de Lavagem e Esterilizacdo que dispde de um

funcionério responsavel pela sua operacionalidade.

Além das autoclaves, a Central também dispbe dos seguintes equipamentos e
materiais. desionizador, sistema de agua nanopura (MilliQ), destilador e bidestilador de &gua,
fornos de esterilizagdo e secagem, maquina de lavar louga, esterilizador ultravioleta de placas,
condicionadores de ar, lavadores de pipetas, pias e bancadas.

4.4 Equipamentos de biosseguranca

Cabines de fluxo laminar vertical; autoclaves e fornos de esterilizacdo. Chuveiro de
seguranca com dispositivo para lavagem de olhos encontra-se no corredor de acesso ao
Laboratério. Todo pessoa utiliza avental padronizado do laboratério, luvas, pro-pés e éculos
de protecéo, quando estes dois Ultimos itens sdo obrigatorios as atividades |aboratoriais.

4.5 Célculo amostral
Conforme recomendacdo do National Centre for the Replacement Refinement &
Reduction of Animals in Research (Reino Unido) utilizamos testes-piloto para determinar de
modo adequado o nimero amostral em cada intervencdo. Visto que até entdo ndo houve
pesquisas utilizando macréfagos peritoneais coletados de ratos Wistar, machos, 60 dias e
realizando exercicio fisico para que pudéssemos utilizar como parémetro para o céalculo

amostral.

Dessa forma, no primeiro momento da pesquisa, tempo 0 h, realizamos um teste-piloto
Ccom 0S animais em repouso e com as intensidades moderada e exaustiva. Estes foram mortos
logo apds o exercicio, coletadas as células e analisadas para fagocitose, uma das principais
variaveis do estudo. Utilizamos 18 animais, 6 por grupo, garantindo um poder estatistico de

85 % para um nivel de significancia de 0,05 %.

Apés esta avaliagdo inicial, determinamos um nimero de 6 animais por grupo para os
outros blogueios testados com as mesmas intensidades de exercicio. Dessa forma, na primeira
situacéo experimental utilizamos 108 animais no repouso e nas 2 intensidades de exercicio

fisico com 5 blogueios farmacol dgicos e 1 controle.



Para a curva tempo-resposta utilizamos 54 animais, pois consideramos apenas 3 tempos,
6, 12 e 24 h, com o repouso e as 2 intensidades de exercicio fisico, umavez que o tempo O h
foi obtido na primeira situacdo experimental. Utilizando 4 animais por grupo obtivemos um
poder estatistico de 92 % para um nivel de significancia de 0,05 %, no tempo que apresentou

maior resposta navariavel fagocitose, uma das principais variaveis do estudo, 0 6 h.

Baseado no tamanho amostral da curva tempo-resposta, minimo de 4 animais por
grupo, utilizamos na Ultima situagdo experimental 90 animais referente ao repouso e as 2
intensidades de exercicio fisico com 5 bloqueios farmacol 6gicos, uma vez que o controle foi
obtido na curva tempo-resposta. Eventual mente, em alguns grupos foram utilizados mais de 4

animais em virtude da dispersdo de dados ou perda de analises em algumas variaveis.
As trés etapas do desenho experimental totalizaram 252 animais.

4.6 Aprovacdo nos comités e comissdes de ética em pesquisa e experimentacao
animal

Este estudo foi aprovado pela Comissio de FEtica na Utilizagdo de Animais
(CEUA/UFRGS), sob o nimero 23451, ap0s prévia revisao realizada por parecerista ad hoc
nomeado para o projeto por comissdo especifica do Programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias
Biologicas/Fisiologia da Universidade Federa do Rio Grande do Sul. Os experimentos foram
realizados de acordo com os procedimentos para 0 uso cientifico de animais, estabelecidos
pela Lel n° 11794, Lel Arouca (BRASIL, 2008) e pelas resolugdes normativas 12 e 13 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2013).

4.7 Animais
Foram utilizados neste estudo, ratos Wistar (Rattus norvegicus, Var. Albinus), adultos
(60 dias), machos de 280-300 g obtidos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS, mantidos em caixas de polipropileno
(33x17x40 cm) em um ciclo de claro (iluminacdo artificial) /escuro de 12 h e temperatura de
22 + 2 °C. Os animais receberam agua e racao ad libitum, dieta comercia padréo pararatos de

laboratério, contendo em torno de 52 % de carboidratos, 21 % de proteinas e 4 % de lipideos.

Ao serem retirados do CREAL foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento
de Ciéncias Morfolbgicas durante o periodo minimo de trés semanas, anteriores as etapas de
adaptac@o e experimento, j& que a minimizacdo do estresse animal foi fundamental nesta
pesquisa.
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4.8 Manipulagdo dos animais

Para evitar situagOes e ambientes estressantes que ativassem o0 sistema simpatico, de
modo que ndo fosse pelo exercicio fisico, realizamos cuidados extremos com 0s animais.
Além do tempo de adaptacdo dos animais durante trés semanas ao biotério setorial, os
mesmos eram adaptados por cinco ou seis vezes, ao laboratério onde foi desenvolvido o
protocolo de exercicio. Assim, como durante a adaptacdo dos animais, realizamos 0s mesmos
procedimentos que seriam efetuados no dia dos experimentos, com excecdo da colocacdo de
sobrecarga de exercicio, coleta por puncéo cauda e morte por decapitacdo. Dessa forma, por
exemplo, simulamos a aplicacdo dos farmacos, no abddmen do animal, com uma ponteira de
10 pL, tempos de espera dentro da caixa, manipulacdo pelos diferentes pesquisadores

envolvidos no experimento, etc.

Os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras (Goldim 1995,
Kregel, Allen et a. 2006) e as condicbes experimentais foram as mesmas descritas em
metodologias ja consagradas em nosso laboratério (Schéler and Homem de Bittencourt
Silveira, Rodrigues et al. 2007, Scholer, Marques et a. 2016).

4.9 Desenho experimental do estudo
O estudo foi dividido em trés etapas:

1°) Nesta etapa, utilizamos 6 situacOes experimentais: 1 controle e 5 com blogueios
adrenérgicos em duas intensidades de exercicio fisico: 4 e 8 % da massa corpéreatotal (MCT)
e 0 repouso. Apos a sessdo de exercicio, foram realizadas as medidas de lactato e glicose
sanguinea. Coletados esses dados, os animais foram mortos para a obtencéo de plasma, lobo
inferior do figado, gastrocnémios e macréfagos peritoneais, além da execugdo das andlises de
fagocitose de zimosan marcado com vermelho neutro e producgéo de nitritos,

2°) Etapa de determinagdo da curva tempo-resposta. Utilizamos 4 situagdes temporais:
0 (imediato), 6, 12 e 24 horas ap0s a sessao de exercicio, com duas intensidades de exercicio
fisico, a saber, 4 e 8% da MCT como sobrecarga e o repouso. Apés a morte dos animais,
foram coletados plasma e macréfagos peritoneais e realizadas avaliacOes de fagocitose e
producdo de nitritos, a fim de detectar o momento de maior resposta celular;

3% Etapa da resposta celular e expressdo proteica e génica. Utilizamos as mesmas 6
SituacOes experimentais da etapa 1, controle e bloqueios com as duas intensidades de

exercicio fisico acima descritas e o repouso. Os animais nadaram e ap0os 0 tempo de maior
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resposta celular, determinado na 22 etapa, foram mortos para coleta de plasma e macréfagos
peritoneais, para western blotting e gRT-PCR. Além disso, realizamos as técnicas de

fagocitose e producéo de nitritos nos macrofagos peritoneais.

4.10. Aplicacédo de Blogueador es Far macol 6gicos

Os animais foram separados nos seguintes grupos.

Repouso Exercicio 4 % daMCT Exercicio 8 % daMCT

Tampéo Salina-fosfato Tampéo Salina-fosfato Tampéo Salina-fosfato

Blogueadores adrenérgicos Blogueadores adrenérgicos Blogueadores adrenérgicos

Em relagdo aos antagonistas adrenérgicos, foram utilizados 5 grupos experimentais
neste estudo, todos diluidos em PBS:

e 1) prazosina(ay), 1 mg/kg (Flavahan and McGrath 1980) diluidaem 1 mL/kg;
* 2)ioimbina(ay), 1 mg/kg (Flavahan and McGrath 1980) diluidaem 1 mL/kg;

« 3) propranolol (B;1 e B, inespecifico), 0,5 mg/kg (Elfellah and Turnbull 1978)
diluido em 1 mL/kg;

e 4) metoprolol (B1), 10 mg/kg (Hocht, Di Verniero et a. 2004) diluido em
1 mL/kg;

» 5) associacdo entre prazosina (1 mg/kg) (Flavahan and McGrath 1980),
ioimbina (1 mg/kg) (Flavahan and McGrath 1980) e propranolol (0,5 mg/kg) (Elfellah and
Turnbull 1978) diluidos em 1 mL/kg, gerando um efeito de duplo bloqueio.

No ultimo grupo experimental, controle, os animais receberam volumes equivalentes
de PBS aos administrados nos animais tratados, ou sgja, 1 mL/kg. Vale ressaltar que nos
experimentos da curva tempo-resposta 0s animais também receberam aplicacéo

intraperitoneal de PBS, de modo que também pudessem ser comparados aos demais grupos.

A aplicacdo dos bloqueadores farmacol 6gicos ou solucéo de PBS, no caso do controle,
foi realizada por injecéo intraperitoneal, 30 min antes da sesséo de nado. Para realizar uma
aplicacdo répida, buscando minimizar o estresse do animal, utilizamos um volume de no

maximo 1000 uL (proporcdo do peso do animal com a diluicio de administracdo
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volume/massa), sendo essa quantidade aceitével pela literatura, visto que a dose maxima para
aplicacdo em ratos por estavia € de até 20 mL/kg (Diehl, Hull et al. 2001).

4.11. Protocolo de exercicio fisico

A cada sessdo de adaptacdo os animais eram habituados a0 ambiente de natagdo em
cinco sessdes de 8 min, sem carga, que aconteceram nos dias anteriores ao do da sesséo de
exercicio fisico (Scholer, Marques et al., 2016). Foram escolhidos de forma aeatéria para o
grupo repouso, permanecendo em camaras plésticas (55 cm de profundidade, 36,2 cm de
comprimento e 27 cm de largura, cada), com preenchimento de 5 cm de agua 30 + 1 °C, para
simulacdo do estresse de estar em contato com a agua. Os animais que foram destinados ao
exercicio fisico foram colocados em tanque proprio para natacdo, com camaras de vidro
individuais (55 cm de profundidade, 20 cm de comprimento e 20 cm de largura), preenchidas
com aguaa 30 £ 1 °C. Estatemperaturafoi escolhida para evitar umaimersdo em &guafriaou
muito quente (estresse térmico), que possa interferir nos resultados (lembrando que uma das
variaveis em estudo, HSP70, € dependente da temperatura do animal), conforme ja verificado
em outros estudos (Niess, Dickhuth et al. 1999). Para todas as sessdes de nado, 0s animais
eram transportados do biotério até o laboratdrio, submetidos ao protocolo de adaptacéo ou
exercicio, secos em toalhas de pano e devolvidos ao biotério, com excecdo dos animais que

morreram logo apds o exercicio fisico.

No dia do experimento pela manhg, entre 8 e 9 h, a fim de evitar concentragdes
hormonais elevadas de corticosterona, adrenalina e noradrenalina (De Boer and Van der
Gugten 1987), ratos foram submetidos a exercicio/protocolo de natacdo de 20 min ou até
exaustdo nas mesmas condicdes da adaptacdo. Os animais foram divididos ao acaso em dois
grupos, 4 e 8 %, sendo adicionados, como modulador da intensidade de nado, contrapeso de
chumbinhos de pesca, fixados com fita adesiva a base da cauda dos mesmos, pesando 4 € 8 %
da MCT de cada animal. Outros animais formaram o grupo controle (sem exercicio) sendo

mantidos nas mesmas condi¢des da adaptacao.

Os animais que formaram o grupo com 8 % da MCT, foram submetidos até a exaustéo
do exercicio, conforme protocolos na literatura, sendo este momento determinado quando o
animal permanecia por até dez segundos submerso e/ou apresentava a perda da coordenacdo
motora (de Araujo, Papoti et al. 2007, Anand, Phani Kumar et al. 2012, Lima, Stamm et a.
2013). O exercicio fisico constituiu-se como procedimento de GRAU DE SEVERIDADE

ELEVADO, por termos utilizado intensidade de exercicio que leva o animal a exaustéo
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(apesar da aclimatagdo) e por ter sido um protocolo no qual foi provédvel que os animais
experienciaram dor, sofrimento ou desconforto moderados e que provavelmente causaram
prejuizos moderados no bem-estar ou condicdes gerais dos animais, mas com curta
recuperacdo pois foi finalizado com a morte do animal. A administracdo das drogas via
intraperitoneal foi caracterizada como GRAU DE SEVERIDADE LEVE.

4.12 Cronometragem tempo de exaustao do grupo 8%

Os animais do grupo 8 % foram submetidos a exercicio exaustivo, cujos tempos foram
cronometrados a partir da colocacéo do animal na &gua até o momento em que ele permanecia
por dez segundos submersos, sem conseguir retornar a superficie pelos seus proprios esforcos
(Anand, Phani Kumar et al. 2012, Lima, Stamm et a. 2013).

4.13 Dosagem de lactato
Amostras de sangue dos animais foram coletadas por pun¢do naveia caudal (~ 25 L),
apos a sessdo de exercicio fisico e analisadas com o Accutrend® Plus System da Roche.

4.14 Dosagem de glicose
Amostras de sangue dos animais foram obtidas por puncdo na veia cauda (~5 pL),
logo apds a sessdo de exercicio fisico e analisadas com o glicosimetro One Touch® da

Johnson.

4.15 Mortedos animais

Apobs cada periodo experimental e respectivos tratamentos, os animais foram mortos
por decapitacdo em guilhotina para roedores, sem anestesia, para coleta de sangue (5 mL),
macrofagos peritoneais e figado e gastrocnémio para a posterior realizagéo das analises.

A sala onde os animais a serem submetidos a morte aguardavam, era distinta da sala
destinada a realizagdo da decapitacdo. O ambiente possuia exaustéo e a sala era composta de
mesa central para coleta de material e de bancada lateral com pia, sobre a qual se encontravaa
guilhotina. Entre a morte de um animal e outro, a guilhotina, a pia e todo o restante do
material era higienizado com agua, detergente e acool, evitando-se assim, maior estresse para
oS animais.

A decapitacéo é eficaz, pois induz a perda imediata de reflexos, provocando mudancgas
fisiologicas minimas nos tecidos. Considerando a necessidade de obtencdo de sangue
periférico e a redlizacdo de andlises celulares e bioguimicas, nenhum anestésico ou outra
substéncia foi injetado nos animais por ocasido da decapitacdo e o GRAU DE
SEVERIDADE para este procedimento é considerado como SEM RECUPERACAO. A
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morte dos animais sob anestesia, apesar de desgjavel, era incompativel com nossos
experimentos, porque todos os principais anestésicos utilizados em estudos com animais
experimentais levam a intensa hiperglicemia em roedores (Brown, Umino et a. 2005, Saha,
Xiaet a. 2005). Além disso, esses anestésicos interferem nas fungdes das células envolvidas
na producdo de HSP70, como os mondcitos (Chang, Chen et al. 2005). Portanto, a morte dos
animais foi executada sem anestesia.

Apbs a morte e protocolos experimentais, as carcagas dos animais foram, entdo,
colocadas em sacos pl asticos identificados com o simbolo de risco bioldgico e congelados em
freezer (-20 °C), destinado para este objetivo, no proprio Laboratério de Fisiologia Celular.
Através de cronograma semanal (quintas-feiras), este material biolégico foi encaminhado ao
CREAL para aguardar, nas mesmas condic¢des de armazenamento descritas no item anterior, a
coleta do lixo redizada pelo Servico de Coleta licitado pela Universidade onde foram

autoclavados e destinados a aterros sanitarios conforme a legislagcéo em vigor.

4.16 Obtencao dos macr 6fagos residentes peritoneais

Apo6s as mortes dos animais, foi injetado, na cavidade intraperitoneal, 20 mL de PBS,
pH 7,4. Massageou-se 0 abddmen de cada animal em torno de 30 segundos, para deslocar as
células da parede interna da cavidade abdominal. A pele da regido abdominal foi removida,
realizamos laparotomia e retiramos o fluido contendo as células, em torno de 15 mL, com
pipeta de plastico Pasteur. Separamos as amostras em dois tubos. A) ~ 4 mL para as andlises
funcionais, que aguardaram em temperatura ambiente e ao término da morte dos animais foi
centrifugada a 370 x g, 10 min, & temperatura ambiente. Este sobrenadante foi descartado e o
precipitado celular foi ressuspenso em meio HBSS, pH 7,4 contendo glicose 55 mM e L-
arginina 0,2 M. (B) Do restante dos lavados peritoneais, 1 mL foram separados para o RT-
gPCR e junto com o tubo dos macréfagos aguardaram a4 °C. O tubo com o lavado peritoneal
foi preparado para western blotting iniciando com centrifugagéo a 500 x g, 5 minutos, 4 °C.
Se a amostra apresentasse eritrocitos contaminantes, era submetida a tampéo de hemélise pH
7,4, cloreto de ambnia 150 mM; EDTA 0,1 mM e bicarbonato de sbdio 10 mM; por 5
minutos, a4 °C. Apds este periodo, foi adicionado PBS e aamostra foi centrifugada a 370 x g,
5 min, 4 °C. Esse processo foi repetido até no maximo 3 vezes. Apods esta hemdlise ou ndo, 0s
sobrenadantes foram retirados, quebrados os pellets, adicionados tampdo de extracdo com
inibidores de proteases e fosfatases, Tris HCl pH 8,0 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%
(v/v), desoxicolato de sddio 0,5 % (m/v), SDS 0,1 % (m/v), EDTA pH 8,0 0,5 M, leupeptina 2
pug/mL, aprotinina 2 ug/mL, TLCK 20 uM, PMSF 100 uM, ortovanadato de sodio 1mM,
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molibdato de sodio 1 mM e B-glicerofosfato 1 mM. As amostras foram homogeneizadas a
4 °C com homogeneizador ultrassonico (Hielscher ultrasound) por 60 segundos, amplitude de

50 %, pulso 0,5 e congel adas em ultrafreezer — 86 °C.

4.17 Analise da capacidade fagocitica pela técnica do zimosan

Macrofagos peritoneais foram incubados com zimosan (membranas de células de
Saccharomyces cerevisiae) (Sigma- Z4250) marcado com vermelho neutro, para anaisar a
funcéo fagocitica, conforme descrito em Schdler et al., 2016.

Apbs aressuspensdo em HBSS, com retirada de volume para as andlises de nitritos, foi
adicionado 10 % de SFB e as células foram plagueadas em laminulas de vidro, dentro de
placas de 6 pogos, para proceder a adesdo celular, por 30 minutos em estufa aquecida a 37 °C.
Ao mesmo tempo desta incubagdo, as particulas de zimosan marcado com vermelho neutro,
preparadas anteriormente de acordo com Schdler e colaboradores (2016), foram incubadas
com soro sanguineo autélogo na proporcdo de volume 1:1 em banho aguecido 37 °C, sob
agitacdo. Apos este periodo, as particulas (0,4 x 10°) foram lavadas 3 vezes com PBS e
centrifugagdo de 15000 x g, 10 s, sendo ressuspensas em meio RPMI 1640 (R4130 — Sigma) e
homogeneizadas com seringa de insulina. As células foram lavadas 3 vezes com PBS pré-
aquecido 37 °C e ressuspensas em meio RPMI 1640 com adicdo de 10 % (v/v) de soro
sanguineo autélogo e 10 % (v/v) das particulas opsonizadas de zimosan marcadas com
vermelho neutro e, de novo, submetidas a incubacdo em estufa aquecida por 30 min. Apds
este periodo, as células foram lavadas 3 vezes com PBS gelado, a fim de parar a funcéo
fagocitica, e as placas colocadas em gelo para aguardar posterior contagem no microscopio
digital 1X-81 (Olympus). Paraanalisar o rendimento celular, utilizamos o indice de Hishikawa
(Hishikawa, Cheung et a. 1991), no qua o resultado da propor¢do das particulas totais
fagocitadas pelo nimero total de células foi multiplicado pela propor¢éo das células que
fagocitaram mais de uma particula pelo total de células e multiplicado por 100 para expressar

0 dado em porcentagem.

4.18 Deter minacéo da producao de nitritos
Utilizamos a producgéo de nitritos por macrofagos incubados por 1 h para avaliarmos a
capacidade do macrofago em produzir NO, visto que aquele € o produto de varias reagdes que
esse sofre por estar na forma gasosa e reagir com diversas moléculas presentes no
microambiente. Foi utilizada a técnica de Rossato e colaboradores, 2014, conforme descrito
em Scholer et al., 2016.
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Macréfagos ressuspensos em HBSS enriquecido com L-arginina 0,2M e glicose
55 mM foram incubados em placas de 96 pocos, durante 1 h em estufa aquecida a 37 °C,
concomitante com uma curva de concentracfes crescentes de nitrito de sddio. Apds a
incubacdo, coletamos 0 sobrenadante das amostras nas placas e centrifugamos 1000 x g por 5
min a temperatura ambiente. O sobrenadante dos microtubos foi coletado e pipetado em
novos poc¢os, com imediata adi¢do das solucbes de Griess | e |, nas amostras e curva. A placa
foi submetida a leitura espectrofotométrica em 540 nm, em leitora de microplacas

(Benchmark Bio-Rad). Os dados foram expressos em nmol de NO/10° células.

4.19 Dosagem de glicogénio hepatico e musculo esquelético

ApoGs a decapitacdo e coleta dos macrofagos peritoneais, foi retirado o |6bulo inferior
do figado e gastrocnémios, lavados em PBS e imediatamente congelados, com freeze-clamp,
em nitrogénio liquido para posterior armazenamento em ultrafreezer.

Para a mensuragdo do contetdo de glicogénio, foi aplicada a técnica descrita por Van
Handel (Van Handel 1965), pela qual o glicogénio é obtido apds digestdo tecidual com
hidroxido de potassio 30 % e precipitado com etanol (1:4). Apos este procedimento, o
precipitado e uma curva padrdo de glicogénio bovino (Sigma- G0885) sofreram hidrélise
&cida com écido cloridrico e neutralizagdo com carbonato de sddio para liberagdo dos
mondmeros de glicose a serem medidos (Geary, Langhans et al. 1981). As amostras e a curva
foram quantificadas via andlise espectrofotométrica em miligrama de glicogénio/grama de

tecido, utilizando kit especifico para glicose Glicose Liquiform (Labtest).

4.20. Dosagem de proteinas

A determinac&o da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford 1976), através da comparagdo com curva padrdo, com diferentes concentragdes
conhecidas de albumina bovina sérica. Pela técnica, as proteinas das amostras ligam-se a
solucdo de Bradford, Azul Coomassie Brilhante-G-250 0,01 % (m/v) em &cido fosforico
8,5% (m/v) e etanol 4,7 % (m/v), e este complexo formado foi analisado em leitora de
microplacas a 595 nm (Benchmark Bio-Rad).

Esta etapa foi fundamental para as analises normalizadas pelo contelido proteico e em
todo o processo de western blotting para determinacéo da expressdo de proteinas nas amostras
contendo macréfagos peritoneais, uma vez que guantidades iguais de proteinas foram

carregadas nos géis de e etroforese.
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Apds o descongelamento das amostras a 4 °C, estas foram submetidas a centrifugacéo
de 15000 x g, 4 °C por 20 min. Executada a dosagem de proteinas, as amostras foram diluidas
de modo gue todas apresentassem a mesma concentragéo (Ug/uL). Adicionamos tampéo de
amostra desnaturante e redutor (Laemmli 1970), seguido de fervura em banho termostético
(Novusa), durante cinco minutos. Com este processo, os dissulfetos das proteinas foram
clivados e estas carregadas negativamente (devido a presenca de SDS), permitindo a corrida

das proteinas por peso molecular.

4.21 Western Blotting

Quantidades iguais de proteina celular foram separadas em gel de poliacrilamida-
dodecil sulfato de sodio para eletroforese (SDS-PAGE) em cuba Mini-Protean Tetra Cell
(Bio-Rad) e tamp&o de corrida constituido de Tris a 25 mM, glicina a 186 mM e SDS 0,1 %
(m/v), pH 8,3. Utilizamos 1 cm de gel de entrada 5 % (m/v) e gel de separagdo 10 % (m/v) em
termos de mondmeros de acrilamida, para corridas nos géis com tampéo de amostra redutor
5 x, contendo Tris-HCI 1 M pH 6,8, glicerol 50 % (m/v), SDS 10 % (v/v) e B-mercaptoetanol
10 %. Nesse mesmo gel, foi aplicado marcador de peso molecular 161-0375 (Bio-Rad), para
detectar o correto posicionamento das proteinas investigadas. Apds a el etroforese, as proteinas
contidas no gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE HealthCare) por
eletrotransferéncia (100 V, 1 h 15 min) em cuba Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cdl (Bio-Rad) com tampé&o de transferéncia contendo TrissHCI 25 mM, glicina 1,92 M,
metanol 20 % e SDS 0,037 %. A confirmagdo da transferéncia foi feita pela incubagdo da
membrana com solucdo contendo Vermelho Pounceau S a 0,1 % (m/v) em acido acético a
5% (V/v).

Em seguida, as membranas foram bloqueadas com solucdo de bloqueio (blotto)
congtituido de leite em p6 desnatado 5% (m/v) diluido em TBS-T [Tris 200 mM (m/v),
cloreto de sodio 5M (m/v) e Tween 20 0,05% (m/v)], e submetidas as incubagdes (3 h,
temperatura ambiente) com anticorpos primario, diluidos em TBS-T/albumina a 2 % (m/v),
com as seguintes diluicdes e contra as proteinas de interesse: 1:500 HSP70 (Sigma, H5147),
1:250 iNOS (Sigma, N7782), 1:250 arginase | (Sigma, SAB2500101), 1:500 B-actina (Santa
Cruz, Sc-1616). Depois dessas incubacdes, as membranas foram lavadas e mais uma vez
incubadas com solucéo, TBS-T/adbuminaa 2 % (m/v), contendo o segundo anticorpo marcado
com peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase, HRP), nas seguintes dilui¢des: 1. 5000
HSP70 (Sigma, A9044), 1:500 iNOS (Sigma, A0545), 1:500 Arginase | e B-actina (Sigma,

A5420). Terminadas as incubagdes, as membranas foram lavadas de novo em TBS-T, €, logo
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apos, submetidas a solugdo para revelagcdo, com 5 mL de Tris-HCI pH 8,8 contendo 22 pL de
peroxido de hidrogénio (Fluka) e solucdo de 5 mL de Tris-HCI pH 8,8 contendo 22 uL de
acido p-coumarico (Fluka) e 50 pL de luminol (3-aminoftalidrazida, Fluka). As imagens
foram captadas pelo programa ImageQuant 350 Capture (GE) e analisadas pelo programa
Image Quant (GE).

4.22 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

As células do lavado peritoneal foram coletadas no volume de 1 mL em microtubos e
centrifugadas a 15000 x g, 30 s. Caso houvesse eritrécitos contaminantes, as amostras eram
submetidas a tampdo de hemdlise conforme protocolo descrito no item 3.16. Apds este
processo, procedemos conforme as instrucbes do fabricante sendo as amostras
homogeneizadas com seringa de insulina em tampdo RA1 do kit para RNAm illustra TM
mMRNA purification kit (GE Healthcare) com adi¢éo de 3,5 pL de B-mercaptoetanol. Apds esta

etapa, as amostras eram congel adas em ultrafreezer.

Apoés o descongelamento a 4 °C, foi extraido o RNA total dos macrofagos através de
kit RNAm illustra TM mRNA purification kit (GE Healthcare), sempre com as amostras
mantidas a 4 °C. Ao final do processo, o RNA extraido foi ressuspenso em agua MilliQ com
&gua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1 % (m/v). Apds a extragdo, o RNA total
das amostras foi analisado em espectrofotdmetro (Nanovue, GE Heathcare), para verificacdo
da pureza das amostras, contaminagdo por proteina, presenca de impurezas e concentracdo de
RNA. Normalmente, as amostras apresentaram grau de pureza aceitavel (relagdo de
absorbéancia a 260 nm por 280 nm > 2) e com pouca contaminagdo por proteina.

A segunda etapa consistiu da conversdo de RNA total para DNA complementar,
através do kit para transcricdo reversa de ato rendimento (Applied Biosystems). Até 1 ug de
RNA total das amostras foi adicionado em solucéo contendo tamp&o, nucleotideos e a enzima
transcriptase reversa e submetidos a ciclo termal pararealizar a transcricdo reversa: 1°) 25°C
10 min, 2°) 37 °C 120 min, 3°) 85°C 5 min em termociclador (MX3005-P Stratagene). Apos

este ciclo, as amostras foram congel adas.

A Ultima etapa foi 0 gPCR propriamente dito, onde as amostras foram colocadas
em microtubos, na concentracdo de 640 ng/poco, sendo também adicionados Brilliant 11
SYBR Green QPCR master mix, corante de referéncia ROX (Stratagene), primers forward e
reverse, para cada gene de interesse nas concentracfes abaixo descritas, e agua ultrapura com

DEPC. Utilizou-se como protocolo, para todos os primers, para reacdo em cadeia da
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polimerase em tempo real: desnaturagdo 1 ciclo 10 min 95 °C, anelamento e extensdo 50
ciclos 30 s 95 °C/30 s 60 °C e para temperatura de dissociagdo 1 min 95°C, 30s55°C e 30 s
95°C.

Como parametros de andlise utilizamos o programa (Mx-Pro Stratagene) para
quantificar o ciclo limiar (Cycle Threshold, CT), ciclo no qual areacdo atinge o limiar dafase
exponencial permitindo a quantificagdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia do
reagente SYBR® Green (Strategene), um reagente que fluoresce quando se liga de modo
especifico a fita dupla do DNA, adicionado a reacdo. Determinado o Ct, utilizamos como
caculo o método ACt (ACt = Ct rna avo — Ct RNA controle endégeno). Além disso, os primers
utilizados foram avaliados para a especificidade do produto e possiveis contaminages de

outros genes. Assim, seguem abaixo as informagdes desses primers:

Tabela 1. I nfor magBes sobr e os primer s utilizados no gRT-PCR.

Gene de Primer (F/R) Temperatura Concentracéo
interesse de anelamento | no pogo
HSP72 Forward: Forward: 500 nM
(HSPA1A) | 5 - GCT GCG GAT CAT CAACG-3 54,1°C
Reverse: Reverse:
5’ - GCT GCG GAT CAT CAACG-73’ 56,3 °C
HSP73 Forward:: Forward: 500 nM
(HSPAS) 5 -GATTTGCTGCTCTTGGATGTC-3’ 54,2 °C
Reverse: Reverse:
5 - GCT TGA TGA CGA CAGTCATGAC-3" |556°C
INOS Forward: Forward: 500 nM
5-CAA CAT CCT GGA GGA AGT GG -3 58°C
Reverse: Reverse:
5-GGT CCA TGA TGG TCA CAT TCT-3 63°C
Arginasel | Forward: Forward: 300 nM
5 GTG GGA AAA GCCAAT GAACAGCYT 55°C
Reverse: Reverse:
5 ATCCACCCA AAT GACGCATAGGYJ 55°C
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GAPDH Forward: Forward: 500 nM
5-AGT GCCAGC CTCGTCTCA TAG-3 58,7 °C
Reverse: Reverse:
5-TGA CTGTGC CGT TGA ACT TGC-3 58,5°C

4.23 Avaliacdo das espécies reativas do acido tiobarbiturico plasmaticas (TBA-
RS)

Como estimativa de lipoperoxidacdo sistémica, avaliou-se a producdo TBA-RS, uma
medida indireta do MDA (Ohkawa, Ohishi et al. 1979), uma espécie quimica que sempre €
gerada quando ocorre lipoperoxidacdo. O acido tiobarbiturico reage com adeidos formando
bases de Schiff, cuja coloragdo rosada pode ser mensurada por espectrofotometro a 532 nm.

Os plasmas destinados para essas analises receberam 4,5 mM de BHT diluido em etanol
para evitar novas oxidacGes. Os microtubos eram congelados em ultrafreezer e a técnica era
realizada nos dias seguintes ao do experimento.

Nesta técnica, os plasmas e curva, com diferentes concentragbes de MDA (Sigma -
T9889), foram incubados com hidroxitolueno butilado 4,5 mM (m/v) em etanol, acido acético
20% (m/v) pH 3,5, SDS 8,1 % (m/v) e é&cido tiobarbitdrico 0,73 % (m/v) e submetidos a
fervura, durante uma hora. Ao final, as amostras e curva foram pipetadas em placas de 96
micropogos e lidas a 532 nm, em leitora de microplacas. As amostras foram normalizadas

pela concentracdo de proteina plasmética.

4.24 Avaliacao dos grupos de sulfidrilas livres plasméticas

Utilizamos a técnica de Himmelfarb e colaboradores (Himmelfarb, McMonagle et al.
2000), pela qual incubamos as amostras com tampéo Tris 0,1 M/ EDTA 10 mM (m/v) em pH
8,2 e DTNB 10 mM (m/v) diluido em metanol. Os controles (brancos) para cada amostra
foram preparados com todos os reagentes acima descritos, porém sem DTNB no metanol. A
leitura espectrofotométrica foi realizada em leitora de microplacas em 412 nm. Apos a
subtracdo das amostras e brancos, a concentracdo de grupos sulfidrilas foi determinada
utilizando o coeficiente de extingglo molar de 14100 M™cm® e normalizados pela
concentragdo proteica da respectiva amostra, gerando resultados expressos em pmol/mL/mg

proteina.

4.25 Disposicao final deresiduos e biosseguranca
Apdbs 0s experimentos, restos de tecidos e carcacas de animais foram congelados e

entregues ao Servigo de Coleta licitado pela Universidade. Meios de cultura celulares e
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células foram colocados em garrafas de poliestireno e depois embalados em sacos
apropriados, autoclavados, etiquetados como Lixo Bioldgico e entregues, também, ao Servico
de Coleta da UFRGS. Residuos de géis de poliacrilamida e agarose (contendo brometo de
etidio) foram tratados como Lixo Quimico, coletado pelo servico de coleta sediado no
Instituto de Quimica da UFRGS.

4.26 Andlises estatisticas

Todo o tratamento estatistico e gréficos foram realizados no programa GraphPad
Prisma, versdo 7. Os dados foram submetidos a procedimentos descritivos (medidas de
tendéncia central e dispersdo) e inferenciais. Em todas as analises utilizamos como medidas
de uma variancia o teste de ANOVA de uma via, seguido dos post-hoc de Bonferroni ou
Tukey. Optamos por esta escol ha, independente da distribui¢éo normal dos dados, por ser esta
a opcdo adequada quando se utilizam dados com N pequeno e com diversos grupos para
serem analisados juntos pelo teste de ANOVA de uma via. Esta € uma medida conveniente
garantindo a robustez da andlise, conforme verificada por muitos autores (Khan and Rayner
2003, Norman 2010, Krzywinski and Altman 2014). Para avaliar o efeito conjunto das
variaveis intensidade e bloqueio farmacol 6gico ou tempo, recorremos a ANOV A de duas vias
seguida do post-hoc de Bonferroni ou Tukey. O nivel de significancia para a probabilidade o
de erro do tipo | no teste de hipoteses foi determinado em, no minimo, p < 0,05.

Os dados gréficos e escritos estédo expressos pelas medidas de tendéncia central,
média, e de dispersdo, erro padrdo da média (média £ EPM). A fim de facilitar a rapida
compreensdo e ndo confundir os diferentes tempos empregados, utilizamos dois tipos de
graficos. no tempo logo apds o exercicio, aplicamos o tradiciona gréfico de coluna vertical e

no tempo de 6 h, adotamos a coluna com os dados em dispersao.

4.27 Apoio financeiro
Este projeto contou com suporte financeiro do CNPq e Propesg/UFRGS.



5 RESULTADOS

Conforme descrito em sessao anterior, este trabal ho foi desenvolvido em trés situagdes
experimentais. Seguiremos a ordem descrita na secdo de Materiais e Métodos por ser o modo

como o trabalho foi desenvolvido ao longo do tempo.

Objetivando caracterizar o protocolo experimental de exercicio fisico, comecamos
mensurando parametros metabdlicos e o tempo que o animal levou para chegar a exaustdo, no
grupo de ata intensidade, de modo a auxiliar na caracterizagdo das intensidades de exercicio

fisico.

5.1 Avaliacéo do lactato sanguineo

Andlises de lactato plasmatico constituem-se como ferramenta Util para determinacdo
da capacidade aerdbica de um individuo. Em situacGes de repouso e exercicios de baixa
intensidade, os fluxos de producéo e remocao deste metabdlito sdo equivalentes. Entretanto,
em atas intensidades o acimulo de lactato resulta em aumento na produgdo, sendo maior que
a sua remocdo (Billat, Sirvent et al. 2003). Ocasionado pela compensacéo da glicolise
anaerdbica em virtude de metabolismo aerdbio insuficiente, ha o acimulo de lactato e
diminuicdo no desempenho da contragcdo da muscul atura esquel ética e assim, estabel ecimento
defadiga (Abreu, Mendes et a. 2016).

A elevacdo nas concentragfes plasmaticas de lactato, ocorrem em dois momentos,
primeiro e segundo limiares ventilatorios, transicdo aerdbica-anaerdbica. Em humanos,
adotam-se as concentracOes de 2 e 4 mmol/L de lactato sanguineo, respectivamente, para
determinar as intensidades correspondentes a esta transicdo (Abreu, Mendes et a. 2016).
Porém, estudos realizados em ratos sedentérios, submetidos a uma sessdo aguda de natacdo
com sobrecarga de 5 e 6 % do peso corporal, demonstram um segundo limiar, MLSS, de 5,5

mmol/L (Gobatto, de Mello et a. 2001), portanto mais elevado que em humanos.
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Figura 4. Avaliacdo do lactato sanguineo, mmol/L, imediatamente apds o
exer cicio dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, com
acdo dos diferentes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D) metoprolal,
(E) propranolol, (F) duplo bloqueio. Para determinar as diferencas estatisticas
utilizamos ANOVA de uma via com post-hoc de Bonferroni.

(*) Diferenca significativa, p < 0,05, em relacdo ao repouso;
(#) Diferenca significativa, p < 0,05, em relacdo ao grupo 4 %;
(%) Diferenca significativa, p < 0,001, em relacéo ao repouso;

(m) Diferenca significativa, p < 0,01, em relag&o ao repouso;
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(A) Diferenca significativa, p < 0,01, em relagcdo ao grupo 4 %;

(o0) Diferenca significativa, p < 0,001, em relacéo ao grupo 4 %.

Conforme podemos visualizar no gréfico acima (fig. 4), os animais, quando avaliados
no repouso e nas duas intensidades de exercicio, apresentaram diferencgas significativas em
todos os bloqueios utilizados, com alteragdes, principalmente, entre o grupo repouso e o 8 %.
Calculando a média desses dois grupos em todos os blogqueios, verificamos que a intensidade
exaustiva demonstrou concentractes de lactato 2,4 vezes maiores que o repouso. Estes dados
sugerem que os animais realizaram de modo efetivo o esforgo pretendido, independente dos

bloquei os utilizados.

5.2 Andlise do glicogénio muscular

Para comprovarmos a efetividade do exercicio até a exaustdo, dosamos o conteido de
glicogénio dos muscul os gastrocnémios, reconhecidos por serem atamente recrutados durante
este nado intenso e por apresentar elevado conteldo de fibras glicoliticas, respondendo ao

componente anaerobico destaintensidade (Brau, Ferreiraet al. 1997).
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Figura 5. Avaliacdo do glicogénio muscular, mg/g tecido, logo apds o exercicio dos
animais que nadaram nas duas intensidades de exercicio fisico e o repouso, com acdo dos
diferentes blogueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D) metoprolol, (E) propranolal,
(F) blogueio duplo. Utilizamos ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Bonferroni em todos
os bloqueios testados.

(*) Diferenca significativa, p < 0,05, em relacdo ao repouso.

Os dados da figura 5, acima, de modo claro demonstram a efetividade do exercicio
fisico, apesar de sua curta duracéo, nos ratos que nadaram com sobrecarga de 8 % da MCT,
até a exaustdo. Independente do blogueio adrenérgico utilizado, h4 marcante reducdo do

contetido do glicogénio muscular em relagdo aos seus controles, de até 96 %.

A mobilizagdo do glicogénio intramuscular durante o exercicio ocorre pela atividade

contratil muscular e hormonal. Em ratos, ha efeito conhecido da adrenalina sobre receptores
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Bo-adrenérgicos em musculos constituidos de fibras de contracdo rapida, promovendo a
glicogendlise. Porém, em nosso estudo, independente do blogqueio utilizado, houve reducéo
significativa no grupo 8 %. Parece que a via adrenérgica ndo teve participacdo nessa reducao,
sendo esta promovida pela intensa contragdo muscular a qual os animais foram submetidos
(Scheurink and Steffens 1990, Hespel and Richter 1992).

Os blogueios ioimbina e duplo blogueio, ndo apresentaram diferencgas significativas,
sendo provave que esta resposta tenha sido provocada pela variabilidade de dispersdo dos
dados no grupo repouso. Aliéds, a variabilidade na distribuicdo dos dados coletados neste
grupo foi um fator que ocorreu em todos os bloqueios efetuados, pois 0s animais eram muito
curiosos. Realizavam diversas flexBes/extensdes dos membros inferiores para a posicao
bipede, buscando uma maior exploragcdo do ambiente, apesar de terem sido adaptados ao local
e situacdo nos dias anteriores. Por esta variabilidade, acreditamos que a estatistica néo
conseguiu comprovar a diferenca observada entre os grupos repouso e 4 % em todos os
bloqueios. E inegavel que o aumento do nimero amostral deste grupo, seria a alternativa
adequada para que visualizassemos esta diferenca estatistica, porém isto implicaria na morte
de um ndimero maior de animais, ndo sendo justificado, ja que a observagdo grafica ndo gera

duvidas.

5.3 Tempo de nado até a exaustao do grupo 8 %

Conforme descrito na metodologia, foi considerado como critério de exaustdo, o
momento em que 0 anima permanecia dez segundos submerso, sem conseguir retornar a

superficie.
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Figura 6. Tempo de exercicio dos animais que nadaram até a exaustdo do grupo 8 %,
com acdo dos diferentes bloqueios. controle, prazosina, ioimbina, metoprolol, propranolol e
duplo bloqueio.

Na figura 6, acima, ndo observamos diferenca estatistica entre os bloqueios utilizados

nessa carga de exercicio.

Além disso, os tempos obtidos pelo grupo controle de nosso estudo foram mais
elevados em relacdo a outros animais que utilizaram a mesma carga de exercicio, porém com
uma temperatura da agua bem mais fria, 23-25°C, (Tanaka, Baba et a. 2008, Nozaki,
Mizumaet a. 2009, Anand, Phani Kumar et a. 2012) ou com uma elevada carga de trabal ho,
13 % daMCT, com a mesma temperatura utilizada por nés (Lima, Stamm et a. 2013).

5.4 Analise do glicogénio hepatico

A dosagem do conteldo de glicogénio hepético foi utilizada para confirmar a
efetividade metabolica do exercicio, visto que a estimulagdo simpética do animal se

exercitando tende aincrementar a glicogendlise hepatica (Christensen and Galbo 1983).
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Figura 7. Avaliacdo do glicogénio hepético, mg/g tecido, apds o exercicio dos animais que
nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4% e 8%, e 0 repouso com acdo dos
diferentes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D) metoprolal, (E) propranolol e
(F) blogueio duplo. Analise estatistica por ANOVA de uma via, post-hoc de Bonferroni.

(*) Diferenca significativa, p < 0,05, em relagdo ao repouso.

Nafigura 7, destaca-se a reducéo significativa ha concentracdo de glicogénio hepatico
nos animais considerados controles. Ao relacionar com seu grupo repouso, Visualizamos
reducéo de 2,65 vezes do grupo 8 %, com diferenca significativa (p < 0,05).

Nos animais blogueados com prazosina, propranolol e duplo bloqueio n&o observamos
diferencas nos contetidos de glicogénio hepético entre as diferentes intensidades de exercicio
fisico. Esse era um efeito esperado, pois tanto em ratos como em humanos, a glicogendlise
hepética é mediada por catecolaminas pelavia ay, principalmente, e 3,-adrenérgica (Jakob and
Diem 1975, Morgan, Blackmore et al. 1983, Opie 1985, Aarnio, Lauritsen et al. 2001).



5.5 Glicose sanguinea
Para confirmar que nossos animais estavam euglicémicos realizamos essa andlise,

depois do exercicio fisico.
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Figura 8. Avaliacdo da glicose sanguinea, mg/dL, apds o exercicio dos animais que nadaram
nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4% e 8%, e 0 repouso com acao dos diferentes
bloqueios. (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D) metoprolol, (E) propranolol e (F)
bloqueio duplo. Utilizamos o teste ANOVA de uma via para detectar as diferencas significativas
com poés-teste de Bonferroni.

(*) Diferenca significativa, p < 0,05, em relacio ao repouso;

Conforme visualizamos na figura 8, acima, com exceg¢éo do grupo ioimbina a 8% de

carga, os blogueios ndo demonstraram diferencas significativas nesta andlise.
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5.6 Dosagem de TBA-RS plasmético

N&o ha duvidas de que exercicios aerobicos ou anaerdbicos apresentam potencial para
produzir radicais livres e ERONS, podendo promover ateracbes conhecidas nas respostas
funcionais de macréfagos (Fisher-Wellman and Bloomer 2009, Tan, Wang et a. 2016).
Portanto, verificar a possivel lipoperoxidacdo foi importante para detectar possivels
modificacbes que possam indicar uma peroxidacdo lipidica mais elevada, influenciando a
célula de nosso estudo.
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Figura 9. Avaliacdo do TBA-RS plasmatico, equivalentes de MDA (UM /mg proteina),
imediatamente apos o exer cicio fisico dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de
exer cicio fisico, 4 % e 8%, e 0 repouso com 0s seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina,
(C) ioimbina, (D) metoprolal, (E) propranolol e (F) duplo blogueio. Em todos os blogqueios
analisados néo houve diferencas estatisticas (p < 0,05), pelo teste de ANOVA deumavia.
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Na figura 9 ndo detectamos diferencas significativas nos dados obtidos, tanto pela
avaliacdo do efeito do bloqueio como pelo efeito daintensidade do exercicio fisico, dados ndo
mostrados (p < 0,05). Ha dois fatores importantes que devem ser levados em consideracéo
quando ndo ha producdo de ERON: a defesa antioxidante do organismo, que consegue
suprimir a quantidade de ERON gerada, e a intensidade do exercicio, visto que exercicios de
baixa intensidade e/ou curta duragdo parecem contar com as defesas antioxidantes no combate
ao dano oxidativo (Fisher-Wellman and Bloomer 2009).

5.7 Analise de sulfidrilas plasméaticas

Para detectar possivel utilizacdo de sulfidrilas como agentes redutores de ERONS,
verificamos a concentracéo plasmética de sulfidrilas totais nas diferentes intensidades de

exercicio e bloquei os adrenérgicos.
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Figura 10. Avaliacdo das sulfidrilas plasmaticas, pmol/mL/mg proteina, logo apo6s a
sessdo de exercicio dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 %
e 8%, e 0 repouso com 0s seguintes bloqueios. (A) controle, (B) prazosina, (C) icimbina, (D)
metoprolol, (E) propranolol e (F) duplo blogueio. O teste ANOVA de uma via ndo detectou
diferencas estatisticas (p > 0,05) nos blogueios testados.

Na figura 10, acima, ndo visualizamos alteragdes significativas nas concentragoes de

sulfidrilas plasméticas em todos os bloquei os testados.

Portanto, nas intensidades de exercicio propostas ndo houve o estabelecimento de
danos em lipidios ou reducéo de sulfidrilas provocados por ERONS.
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5.8 Analise da producéo de nitritos

A producdo de NO por macrofagos objetiva agdes microbicidas e tumoricidas, atuando
como molécula antiproliferativa. Em macréfagos, essa producdo é mediada somente pela
enzima iINOS. Uma vez secretado para 0 espaco extracelular, o gas NO € oxidado muito
rapido para diferentes metabdlitos, todos produzindo nitritos e€/ou nitratos como metabdlitos
finais (Nussler, Billiar et a. 1994, Bansal and Ochoa 2003, Silveira, Rodrigues et a. 2007,
Mills, Thomas et a. 2014, Rath, Muller et a. 2014). Mesmo iNOS sendo considerada
induzivel, necessitando um determinado periodo de tempo para a producéo de NO, houve
estudo anterior de nosso laboratério (da Silva Rossato, Krause et al. 2014) que demonstrou

sua producdo logo apos o exercicio de longa duracéo.



69

0.8
p>005

p>005

0.6

Nitritos (nmol/d células)

: , ° ‘
>

Nitritos (nmol/1@ células)

0.8+

>005
P 0.6

Nitritos (nmol/& células)
o
-

Nitritos (nmolﬁé células)
[=]
-

%
o

0.8+

0.8+

p>005

p>005

0.6 0.6

0.4 0.4

Nitritos (nmol/& células)
Nitritos (nmol/& células)

&

%

& e 8 &
¢°Qd) @°Qd)

Figura 11. Avaliacdo da producdo de nitritos pelos macréfagos peritoneais, nmol/10°
células, apos o exercicio dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exer cicio fisico,
4% e 8 %, e o repouso com os seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D)
metoprolol, (E) propranolol e (F) duplo blogueio. O teste ANOVA de uma via ndo detectou
diferencas estatisticas em nenhum dos bloqueios testados (p > 0,05).

Os graficos da figura 11, acima, mesmo sem diferencas estatisticas, tanto no efeito do
bloqueio (p > 0,05) como na intensidade (p > 0,05), dados ndo demonstrados, exibem padrdes

de respostas diferentes entre os receptores a- e B-adrenérgicos.

Diferente de estudo prévio de nosso laboratério utilizando monécitos circulantes de

rato (da Silva Rossato, Krause et al. 2014), nosso estudo ndo detectou producéo de nitritos

pelos macrofagos peritoneais ao fina do exercicio de curta duragdo, nas diferentes

intensidades e bloquei os testados.
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5.9 Analise de fagocitose de zimosan mar cado com ver melho neutro
Fagocitose € uma funcéo classica de mondcitos/macrofagos e muito potente no

combate ainvasores ou inflamagdes (Woods, Lu et a. 2000), sendo importante a ser analisada

no contexto de nosso estudo.
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Figura 12. Avaliacdo do numer o de particulas fagocitadas pelos macr 6fagos peritoneais,
no tempo zero, logo apds o exercicio, pelo indice de Hishikawa, dos animais que nadaram nas
diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8 %, e 0 repouso com 0s seguintes bloqueios:
(A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D) metoprolol, (E) propranolol e (F) blogueio duplo.
Em todos os bloqueios testados ndo houveram diferencas estatisticas (p > 0,05), por ANOVA de
umavia.

Surpreendente que, nos gréficos da figura 12, acima, ndo houve alteracfes na resposta
fagocitica de macréfagos peritoneais em nenhuma das intensidades de exercicio ou bloqueios
testados.
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Trabalhos anteriores ap nosso, observaram que macrofagos peritoneais de ratos e de
camundongos idosos, coletados apds uma série aguda de exercicio fisico, com diferentes
intensidades, ndo responderam de forma tdo robusta quanto a fagocitose de monadcitos
circulantes, também em situacdo de exercicio fisico (de la Fuente, Martin et al. 1990, Silveira,
Rodrigues et a. 2007, Ferreira, Prestes et al. 2010). Além disso, estimulantes inflamatorios
e/ou infecciosos quando aplicados pela via intraperitoneal, em modelos animais, também
necessitam de maior periodo de tempo para que ocorra a ativagéo celular (Soudi, Zavaran-
Hosseini et a. 2013). Logo, na grande maioria destes estudos, a coleta das células ativadas €
realizada depois de aguns dias (Johnston, Godzik et al. 1978).

Neste contexto, merece destaque a importancia da MDR, conforme descrita
anteriormente. Macrofagos peritoneais, estimulados com o exercicio fisico, e ndo um invasor,
parecem necessitar deslocar-se para tecidos omentais e linfoides para promover resposta
adaptativa, a0 mesmo tempo gue recruta mondcitos circulantes para a cavidade abdominal
para gue haja uma resposta desencadeada pelo estimulo estressor (Cassado Ados, D'Imperio
Lima et a. 2015). Esta é uma resposta de direcionamento celular normal que ocorre apés o
exercicio fisico para 6rgaos e/ou tecidos imunolégicos (Kruger, Lechtermann et al. 2008,
Walsh, Gleeson et a. 2011, Dhabhar, Malarkey et a. 2012)

Portanto, para detectarmos o melhor periodo de ativagdo celular apds 0 exercicio
fisico, submetemos os animais controle (PBS) aos esforcos propostos e os mesmos foram
mortos 6, 12 e 24 horas ap0s a sessao do exercicio, para coleta e andlise celular, estabelecendo

uma curva tempo-resposta das fungdes de fagocitose e producéo de nitritos.
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5.10. Curva tempo-resposta de fagocitose de zimosan marcado com vermelho
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Fig 13. Avaliacdo do numer o de particulas fagocitadas pelos macr 6fagos peritoneais, pelo
indice de Hishikawa, dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico,
4% e 8%, e o repouso com os diferentestempos. O, 6, 12 e 24 horas. Utilizando ANOVA de duas
vias, com pos teste de Bonferroni, interacéo intensidade do exercicio e efeito do tempo (p = 0,11),
varidvel intensidade do exercicio (p = 0,03) e efeito do tempo (p < 0,0001).

(%) Em relacéo ao controle do tempo 6 horas: p < 0,001.

(*) Em relagéo ao controle do tempo 6 horas: p < 0,05.

Na figura 13 observamos que a maior resposta dos macréfagos em relacdo ao nimero
de particulas fagocitadas ocorreu no tempo de 6 horas apds o exercicio, no qual os grupos 4 e
8 % tiveram aumentos de 79 e 116 %, respectivamente, em relacdo a0 respectivo repouso.
Pelo teste de multivariancia os tempos de 12 e 24 h apds a sessdo de exercicio ndo
apresentaram diferencas significativas entre suas respectivas intensidades bem como em

relacéo aos grupos do tempo 0 e 6 h.

Estudos utilizando diferentes estimulos inflamatérios ou infecciosos, injetados via
intraperitoneal, apresentaram diferentes tempos de resposta dessas células, podendo atingir o
pico maximo de até 24 horas de tratamento, como no caso de LPS (Ignatowski, Gallant et al.
1996, Soudi, Zavaran-Hosseini et al. 2013). Balestrieri e colaboradores (Balestrieri, Hsu et al.

2006) utilizando macrofagos peritoneais residentes de camundongos, ou sgja, sem qualquer
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estimulo inflamatdrio ou infeccioso intraperitoneal, observaram maior indice de fagocitose
apos 3 h, quando estas células eram incubadas com zimosan. Parece que, dependendo do
estimulo empregado, macrofagos residentes teciduais necessitam de maior tempo para atingir

seu desempenho maximo.

5.11 Curva tempo-resposta da producao de nitritos pelos macr 6fagos peritoneais

~  1.57
3 E3A Repouso
= B3 4%
) 0
N 1.0- B 3%
= $A
=
<)
e
< =
n —
e} —
s} —]
£ -
= =
= =
\"’@ «‘?’6 &6 «'06
Qx\o 600 ,15\0 b:oo
N Vv

Figura 14. Avaliacdo da producdo de nitritos, nmol/10° células, pelos macréfagos
peritoneais, dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exer cicio fisico, 4 % €8 %,
e 0 repouso com os diferentes tempos: 0, 6, 12 e 24 horas. Por ANOVA de duasvias, ainteracdo
entre as variaveis (p = 0,02), o efeito intensidade do exercicio (p = 0,006) e a variavel efeito do
tempo (p = 0,002)., demonstraram diferenca significativa.

(%) Em relacéo ao controle do tempo 6 horas: p < 0,001.

(A) Em relacdo ao 4 % do tempo 6 horas: p < 0,01.

Semelhante a fagocitose (fig. 13), amaior producdo de nitritos, visualizada na figura
14, ocorreu em 6 h apos o término da sessdo de nado. Neste periodo, a andise estatistica
aponta diferencas do grupo 8 % em relacdo ao repouso e 4 %, sendo esta producéo de nitritos
709 e 285 % maiores que esses, respectivamente. Porém, nos tempos posteriores, 12 e 24 h,
analisando os valores de média, houve uma reducdo na producdo de nitritos, com valores
semelhantes a0 grupo de animais que foram avaliados no momento O h, confirmado pela

auséncia de diferencas significativas.
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Interessante que, estudos utilizando mondcitos circulantes de ratos e exercicio de
intensi dade moderada demonstraram aumentos na produc&o de nitritos apos 6 e 12 h da sessdo
de exercicio (Silveira, Rodrigues et al. 2007, Scholer, Marques et a. 2016), mas com reducdo
nessa concentracdo em atividade intensa apos 12 h do mesmo estimulo. Apesar de muitos
mondcitos migrarem para a cavidade abdominal, h4 um tempo de resposta celular diferente
dessas mesmas células quando coletadas direto da circulagdo sanguinea, nas mesmas
condi¢cdes de intensidade e volume de exercicio (Silveira, Rodrigues et al. 2007, Scholer,
Marques et a. 2016).

5.12 Curva tempo-resposta da deteccdo de TBA-RS plasméaticos

0.84

Repouso
E3 4%

0.67 B 8%

0.4

Equivalentes de MDA
(uM/mg proteina)

Figura 15. Avaliacdo do TBA-RS plasmatico, equivalentes de MDA uM /mg proteina,
dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8 %, e 0 repouso
com os diferentes tempos: 0, 6, 12 e 24 horas. Utilizando ANOVA de duas vias, efeito interacdo
(p = 0,804) e efeito intensidade (p = 0,684) sem diferenca significativa e efeito do tempo (p =
0,0057), apresentando alteracdo significativa. O pds teste de Tukey ndo encontrou alteracdo
significativa.

Na figura 15, apesar do teste estatistico de duas vias detectar diferenca significativa
em relacdo ao efeito do tempo, o teste post-hoc ndo detectou em qual grupo de dados ocorreu
esta diferenca. Ao observarmos reducéo nos valores de média do tempo 6 h, realizamos
também os testes estatisticos para avaliagdes das variaveis tempo e intensidade de exercicio,
dados ndo demonstrados, entretanto nenhum destes apresentou diferenca estatistica (p > 0,05).
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Além disso, destacamos que a intensidade de exercicio fisico ndo influenciou a

lipoperoxidagdo em nenhum dos tempos propostos.

5.13 Curva tempo-resposta da deteccdo de sulfidrilas plasméaticas
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Figura 16. Avaliacdo de sulfidrilas plasmaticas, umol/mL/mg proteina, dos animais que
nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4% e 8%, e 0 repouso com 0s
diferentes tempos: 0, 6, 12 e 24 horas. Pelo teste de ANOVA de duas vias a analise de interacdo
(p = 0,81) e fator intensidade (p = 0,61) nao foram estatisticamente diferentes, porém no fator
tempo (p = 0,03) houve diferenca significativa. Foi realizado o pésteste de Tukey.

Nafigura 16 a andlise do efeito do tempo apresentou diferenca significativa, entretanto
0 programa estatistico ndo demonstrou em qual deles ocorreu esta ateracdo. Assim como no

TBA-RS aintensidade do exercicio ndo influenciou os resultados.

Portanto, escolhemos o tempo 6 h apds o exercicio fisico, por ser 0 mais responsivo
em relacdo as funcdes dos macrofagos peritoneais, para analisarmos o efeito dos blogueadores

nas funcdes e respostas pro- ou anti-inflamatodrias destas células.
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5.14 Andlise da capacidade fagocitica celular 6 h ap6s o término da sessdo de
exercicio fisico com os diferentes bloqueios

A partir deste momento, todas as analises subsequentes foram avaliadas em trés modos
distintos: 1°) uma avaiacdo do efeito dos blogueios sobre as diferentes intensidades de
exercicio fisico; 29 analisamos o efeito das intensidades exercitadas sobre os diferentes
bloqueios. Este tipo de interpretacdo gerou trés graficos e avaliagdes estatisticas na seguinte
ordem: repouso, 4 e 8 %; 3°) através de ANOVA de duas vias, verificamos os efeitos da

intensidade e do blogueio, juntos, sobre os parametros estudados.
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Figura 17. Avaliacdo do numero de particulas fagocitadas pel os macr éfagos peritoneais,
pelo indice de Hishikawa, dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio
fisico, 4 % e 8 %, e 0 repouso apds 6 h e com os seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina,
(C) icimbina, (D) metoprolal, (E) propranolol e (F) bloqueio duplo. O teste estatistico utilizado
foi ANOVA deumavia, com post-hoc de Tukey.

Pelos dados da figura 17, comprovamos aumentos nas respostas celulares, de modo
intensidade-dependente no grupo controle (p = 0,007), confirmando resultados anteriores de
nosso laboratério utilizando monadcitos circulantes (Silveira, Rodrigues et a. 2007, da Silva
Rossato, Krause et a. 2014, Scholer, Marques et al. 2016). Essa diferenca apresentou-se 179 e
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216 % maiores nos grupos moderado e exaustivo, respectivamente, em relacdo a resposta
celular do repouso. Além disso, ndo houve alteracbes significativas nos outros blogueios
(p > 0,05), mas considerando os valores de média, percebemos diminuic¢des nos numeros de
particul as fagocitadas nos bloqueios o- e [31-adrenérgicos e aumentos no poder fagocitico dos

bloquei os propranolol e duplo bloqueio.
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Fig. 18. Avaliacdo do numero de particulas fagocitadas pel os macr 6fagos peritoneais, via
indice de Hishikawa, dos animais que permaneceram em repouso, apds 6 horas, com os
diferentes bloqueadores. Os dados apresentaram diferenca significativa (p =0,0137), por
ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni. Houve diferenca entre os grupos ioimbina e duplo
blogueio (p < 0,05).

Apesar da andlise estatistica demonstrar diferenca na intensidade repouso (fig. 18),
observamos que isso segja possivel pela desigual dade percebida entre os grupos duplo blogueio

eioimbina

Observamos aumentos nas médias da resposta de fagocitose nos grupos propranolol e
duplo bloqueio, mesmo em repouso. O primeiro por estar com 0s receptores o-adrenérgicos
liberados, podendo apresentar, principalmente no repouso, maior probabilidade de ingestéo de
particulas por essa via pro-inflamatoria, pelo estresse de manipulagdo/ambiente no dia da

sessdo de exercicio fisico. O segundo, presume-se ocorrer pelo estresse sistémico causado
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pelo bloqueio total dos receptores adrenérgicos, uma vez gque oS animais visivelmente
mostravam-se prostrados.
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Figura 19. Avaliagdo do numer o de particulas fagocitadas pelos macr 6fagos peritoneais,
via Indice de Hishikawa, dos animais que nadaram com 4 % da MCT, apds 6 horas, com 0s
diferentes bloqueador es. Valores expressaram diferenca significativa (p = 0,0003) por ANOVA
de uma via. O post-hoc de Bonferroni detectou diferencas entre: grupos controle e ioimbing;
prazosina e propranolol; metoprolol e propranolol; eiocimbina e duplo blogueio (p < 0,05), além
deioimbina e propranolol (p < 0,01).

Na distribuicdo gréfica da figura 19, com comprovada diferenca significativa,
observamos 68 % de inibicdo na resposta de fagocitose no grupo ioimbina em relacdo ao
controle. Ademais, os outros bloqueadores demonstraram respostas semelhantes ao controle.
Assim, notamos que em relacdo ao grupo controle, o bloqueio do receptor op-adrenérgico,
promoveu uma resposta anti-inflamatoria dos macréfagos peritoneais. Logo, este pode ser o
receptor responsavel pela resposta pro-inflamatoria de macrofagos peritoneais de ratos
submetidos a um exercicio de intensidade moderada.

Este resultado € confirmado por estudo de nosso laboratério, utilizando mondcitos
circulantes de ratos, submetidos a intensidade moderada de natacéo, porém de longa duragéo.

Pela combinac&o dos antagonistas adrenérgicos, prazosina e propranolol, liberando o receptor
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o.-adrenérgico, detectou-se aumento na capacidade fagocitica destas células (da Silva
Rossato, Krause et a. 2014).
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Figura 20. Avaliacdo do numero de particulas fagocitadas pel os macr éfagos peritoneais,
via indice de Hishikawa, dos animais gue nadaram com 8% da MCT até a exaustdo, apos 6
horas, com os diferentes bloqueadores. Valores mostraram diferenca significativa (p < 0,0027)
por ANOVA de uma via. O post-hoc de Bonferroni identificou diferencas entre os grupos.
ioimbina e propranolol; metoprolol e duplo bloqueio (p < 0,05); controle e prazosina; controle e
metoprolol; ioimbina e duplo blogueio (p < 0,01); e controle eioimbina (p < 0,001).

Ao utilizarmos uma série de exercicio extenuante (fig. 20), detectamos com diferencas
muito significativas, diminui¢des de 69; 70,5 e 61 % nas respostas fagociticas dos bloqueios
prazosina, ioimbina e metoprolol, respectivamente, em relagdo ao grupo controle. Surpreende-
nos que em atividades intensas, com provavel elevada liberacéo de adrenalina e noradrenalina
a circulagdo sanguinea, a robusta resposta fagocitica de macrofagos peritoneais parece ser
mediada por ambos receptores a-adrenérgicos, com maior resposta do oy, e receptor ;-

adrenérgico, todos responsivos a noradrenaina. Apesar de atipica, a resposta comum por
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receptores o e 3 sobre afuncéo fagocitica de macréfagos, € reconhecida (Ortega, Giraldo et al.

2007).

A0 que parece, 0 receptor B-adrenérgico esta relacionado aum perfil anti-inflamatério

(Elenkov and Chrousos 1999), limitando uma resposta inflamatdria excessiva e, portanto,

prejudicial. Pois, nesta intensidade ha diminuicdo da resposta fagocitica no bloqueio com

metoprolol, porém o contrario ocorre no blogueio propranolol, que se assemelha ao grupo

controle. Dessa forma, sendo a Unica diferenca aparente entre os bloquei os beta-adrenérgicos

aliberagcdo do receptor (3.
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Figura 21. Avaliacdo do nimero de particulas f

agocitadas pel os macr éfagos peritoneais,

via I ndice de Hishikawa, dos animais que nadaram em diferentes intensidades, além do repouso,
e com os diferentes bloqueios adrenér gicos, apds 6 horas. Por ANOVA de duas vias, a interacao
nao apresentou diferenca significativa (p = 0,166), assim como a variaved intensidade (p =0,1),
porém o efeito bloqueio apresentou diferenca significativa (p < 0,0001). Para obter as diferencas

entre os gruposfoi utilizado o pésteste de Tukey.
(w) Em relacdo ao grupo 8 %: p < 0,05;
(#) Em relacdo ao grupo 4 % controle: p < 0,05;

($) Em relagéo a respectiva intensidade do bloqueio controle: p < 0,001,

(A) Em relacdo asrespectivasintensidades dos bloqueios prazosina e ioimbina: p < 0,05.
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Pela disposicdo gréfica da figura 21, podemos observar o efetivo bloqueio desta
funcdo por prazosina, ioimbina e metoprolol e a resposta inversa para os blogueios

propranolol e duplo bloqueio.

5.15 Analise da producéo de nitritos 6 h apds o término da sessdo de exercicio

fisico com os diferentes bloqueios
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Figura 22. Avaliagio da producdo de nitritos, nmol/10° céulas, por macrd6fagos
peritoneais dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8 %,
e 0 repouso apds 6 h e com os seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D)
metoprolal, (E) propranolol e (F) blogueio duplo. Em todos os bloqueios foi empregado ANOVA
de uma via com post-hoc de Bonferroni.
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Andogo a fagocitose (fig. 17), observamos na figura 22 que o grupo controle exibiu
aumento na producdo de nitritos dos macrofagos peritoneais de ratos submetidos ao nado,
comprovado pela diferenca significativa (p=0,0221). Além disso, 0 grupo exaustivo
apresentou valor 8,1 vezes maior que o0 grupo repouso (p < 0,05). Estudos prévios de nosso
laboratorio também demonstraram aumentos na producdo de nitritos por monocitos
circulantes de ratos submetidos a diferentes intensidades e duracbes de exercicio fisico
(Silveira, Rodrigues et al. 2007, Scholer, Marques et a. 2016), confirmando os resultados

encontrados no atual estudo, mesmo utilizando macréfagos residentes peritoneais.

Visualizamos também uma solida reducdo na producdo de nitritos do bloqueio
propranolol da intensidade 4 % em relagdo a carga mais exaustiva, confirmada pela diferenca
estatistica no blogqueio (p = 0,03) e 0 pds-teste (p < 0,05).

Além disso, observamos aumentos e redugdes nas médias dos valores de nitritos, dos
animais exercitados, nos bloqueios metoprolol e duplo blogueio; e prazosina e ioimbina,

respectivamente, porém, sem diferencas significativas dentro dos blogueios.

Grupos repouso:
'u;g“ 1.8+ p>0,05
=
o
(& ]
) 1.0
£ o5 v .
» ' v
bt A
S = -+ _ 00
= @ o
Z ool mypy ap vew WO O

@ e 2 o o o
&@‘ P S & o?e‘
(e «‘59 & & &£ ¥
R & )
RS
Q

Figura 23. Avaliacdo da producédo de nitritos pelos macr éfagos peritoneais dos animais
gue per maneceram em repouso, apos 6 horas, com os difer entes bloqueador es. Valor es expr essos
em média, sem diferenca significativa (p = 0,502) pelo teste ANOVA de umavia.



Conforme o esperado, na figura 23, ndo houve diferenca significativa na producéo de

nitritos na intensidade repouso.
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Figura 24. Avaliacéo da producéo de nitritos pelos macr éfagos peritoneais dos animais
qgue nadaram com 4% da MCT, ap0s 6 horas, com os diferentes bloqueadores. Valores com
diferenca significativa (p < 0,001), pelo teste de ANOVA deumavia. Via pés-teste de Bonferroni,
visualizamos diferencas entre os grupos. prazosina e duplo blogueio; ioimbina e duplo blogueio
(p <0,05); controle e prazosina (p <0,01); controle e ioimbina; prazosina e propranolal;
ioimbina e propranolol (p <0,001).

Na intensidade moderada, a resposta para producéo de nitritos assemelhou-se a
resposta fagocitica (figura 19), com diferencas significativas entre o controle e 0s grupos
prazosina e ioimbina, este mais acentuado. Os blogueios nestes grupos apresentaram
diminuicdo de 94 % e 89 %, respectivamente, nas produgbes de nitritos. Portanto, em
intensidade moderada de exercicio fisico, macréfagos peritoneais parecem ser ativados para a
producdo de Oxido nitrico viareceptores a-adrenérgicos. Esta parece ser umavia conhecida de
estimulacdo celular, pois células da microglia de rato estimuladas com agonista o-
adrenérgico, clonidina, apresentaram aumentos nas concentracfes de nitritos, assim como
estimulagdo por fenilefrina, agonista aj-adrenérgico, porém produzindo metade da

concentracdo de nitritos do agonista a,-adrenérgico (Mori, Ozaki et al. 2002).



85

Grupos 8 %:

~ 1.5+
© p=0,038 ©
=
sy 1.04
% v
v
o
= A S—
— 054 —
= T v L4
Z 00— Efle T
W &® (g o o> -0
€ & & E LS
F ¢ > < »
R & Q‘&o 06

Figura 25. Avaliacéo da producéo de nitritos pelos macr éfagos peritoneais dos animais
gue nadaram com 8% da MCT, até exaustdo, apos 6 horas, com os diferentes bloqueadores.
Dados com diferenca significativa (p = 0,038), por meio de ANOVA de uma via e pés teste de

Bonferroni.

A figura 25, acima, apresentou diferenca estatistica, porém o pds-teste ndo detectou
quais grupos foram diferentes. Verificamos bloqueio consistente e inquestionavel da producéo

de nitritos nos grupos prazosina, ioimbina e propranolol.

Logo, assim como ha intensidade moderada desta funcéo e naintensidade exaustiva da
fagocitose, a producéo de nitritos parece ocorrer por acdo conjunta dos receptores o-
adrenérgicos, 1 e 2. Porém, ao contrério da fagocitose, e do esperado, a intensidade de 8 %

n&o apresentou aumento na producgao de nitritos no grupo propranolol.

A disponibilidade dos dois receptores a-adrenérgicos e a resultante producéo de
nitritos parece ser resposta aceitdvel para o blogueio metoprolol. Entretanto, os mesmos
receptores responsaveis por esta resposta pro-inflamatoria celular estavam presentes no grupo
propranolol e, de forma clara, a dispersdo dos dados neste grupo néo deixa davidas sobre a

auséncia da producdo de nitritos.
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Figura 26. Avaliacéo da producédo de nitritos pelos macr 6fagos peritoneais, dos animais
gue nadaram em diferentes intensidades, além do repouso, e com os diferentes bloqueios
adrenérgicos, apds 6 horas. A interacéo (p = 0,04) easvariaveis efeito da intensidade (p = 0,02) e
efeito do blogueio (p =0,02) apresentaram diferencas significativa, pelo teste de ANOVA de
duasvias com post-hoc de Tukey.

(*) Em relacdo ao grupo repouso: p < 0,05.

Na figura 26, acima, aém das diferencas encontradas na interagdo e nos efeitos da
intensidade e bloqueio, observamos diferencas significativas entre o repouso e 0 grupo 8 %

dentro de seus respectivos bloqueios, controle e duplo blogqueio.

Por este gréfico, observamos pelos valores de média a provavel participacdo dos
receptores o-adrenérgicos, no perfil inflamatério de macrofagos peritoneais de ratos
submetidos a0 exercicio fisico, além da reducdo consistente na intensidade exaustiva do

bloqueio com propranolol.

Parafinalizar, em relagdo as funcbes celulares dos macrofagos peritoneais, ao que tudo
indica, na intensidade moderada h& influéncia, consistente, do receptor o-adrenérgico
enguanto que na intensidade exaustiva, ha ativacdo conjunta de outros receptores, a fim de
estabelecer sindlizacdo mais eficiente. Além disso, merece destaque a possivel modul acéo
noradrenérgica, em ambas intensidades de exercicio, visto que os receptores a-adrenérgicos

apresentam maior afinidade por esta catecolamina.
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De forma a visudlizar os resultados das respostas celulares de modo mais
compreensivel, desenhamos a tabela abaixo:

Tabela 2. Descricdo das fungdes executadas pelo macr6fago peritoneal nas diferentes

intensidades de exercicio fisico e a ativagéo dos possiveis receptor es adr enér gicos.

Grupo 4 % Grupo 8 %

Fagocitose Alfa2 Alfale2ebetal

Producéo de nitritos Alfale?2 Alfale2(?)
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5.16 Analise do TBA-RS plasmético, 6 h apds o término da sessdo de exercicio

fisico, com os diferentes bloqueios
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Figura 27. Concentracdo do TBA-RS plasmético, equivalentes de MDA (uUM/mg

proteina), dos animais que nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8 %, e
0 repouso apds 6 h e com os seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D)
metoprolol, (E) propranolol e (F) bloqueio duplo. O teste ANOVA de uma via ndo detectou

diferencgas significativa em nenhum dos blogueios testados.

Visualisando a figura 27, ndo observarmos diferencas entre as intensidades dentro de

cada blogueador, entretanto visualizamos um aumento dos valores de média de

lipoperoxidagdo nos grupos blogueados com ioimbina, propranolol e duplo bloqueio.
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Fig 28. Concentracdo de TBA-RS plasmético dos animais, que permaneceram em
repouso e com diferentes bloqueios adrenérgicos, apés 6 horas do nado. Os dados néo
apresentaram diferenca significativa (p = 0,0507), pelo teste ANOVA deumavia.

Na figura 28 ndo observamos alteracéo significativa nos blogueadores testados na

Situacao repouso.
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Figura 29. Concentracédo de TBA-RS plasmatico dos animais que nadaram durante 20
minutos com intensidade de 4% da MCT e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apos
6 horas do nado. Os dados apresentaram diferenca significativa (p = 0,0008) pelo teste de
ANOVA de uma via. Pelo pds-teste de Bonferroni os grupos controle e prazosina apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao propranolol (p < 0,05) e o grupo metoprolol em relacdo
ao bloqueio B (p < 0,01).

Na figura 29 percebemos diferencas significativas do grupo propranolol com os
bloqueadores metoprolol, prazosina e controle. O inibidor B-adrenérgico mostrou valor 3,3

Vezes maior que o grupo que recebeu PBS (p < 0,05).

O aumento do estresse oxidativo no bloqueio por propranolol, pode ser desencadeado
pelos receptores ay-adrenérgicos, conhecidos por promover respostas pro-inflamatérias ao
ligarem-se a noradrenalina, como na sepse em ratos (Miksa, Das et a. 2009). Adicionando,
em virtude do bloqueio com metoprolol mostrar baixa peroxidac&o lipidica, o receptor [3,-
adrenérgico parece ser o responsavel por equilibrar o estado inflamatério sistémico, falhando
guando bloqueado (de Montmollin, Aboab et a. 2009).
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Figura 30. Concentracdo de TBA-RS plasmético, dos animais que nadaram até a
exaustdo, com sobrecarga de 8% da MCT, e com os diferentes bloqueios adr enér gicas, apos 6
hor as do nado. Os dados apresentaram diferenca significativa (p = 0,0043) pelo teste de ANOVA
de uma via. Os grupos controle e duplo blogueio (p <0,05) e metoprolol e duplo bloqueio
demonstraram diferenca significativa (p < 0,01), com o pésteste de Bonferroni.

Na intensidade exaustiva (fig. 30) observamos o valor do grupo duplo blogueio sendo

4,4 vezes maior que o do controle, justificando a diferenca estatistica existente (p < 0,05).

O aumento do TBA-RS sucedido nos animais do grupo duplo bloqueio ndo foi uma
surpresa, ja que foram administrados bloqueadores que, de modo isolado, demonstraram
aumentos dos valores de média deste marcador em relac&o aos controles, como aioimbinae o
propranolol. Consideramos também todas as ateragdes metabdlicas e sistémicas que a

anulagdo da sinalizagdo adrenérgica desencadeou.
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Figura 31. Concentracdo de TBA-RS plasmaticos, dos animais que nadaram em
diferentes intensidades e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apds 6 horas. A analise da
interacdo (p = 0,69) e do efeito da intensidade do exercicio (p = 0,59) ndo apresentaram
diferencas significativas, porém a variavel efeito do bloqueio apresentou diferenca significativa
(p < 0,0001).

(*) Em relacdo a respectiva intensidade nos blogueios controle e prazosina: p < 0,05;

(%) Em relagéo a respectiva intensidade no bloqueio metoprolol: p < 0,01.

Pelo gréfico (fig. 31), observamos que as diferencas significativas em relagdo ao grupo
controle ocorreram devida as elevadas concentragdes de TBA-RS no grupo 4% do

propranolol.

Ao anaisarmos todos os blogqueios e intensidades de exercicio juntos, observamos
reducdo significante nos vaores de média, independente da intensidade de exercicio, nos
nivels desse marcador no grupo metoprolol. Ao contrario, os bloqueios ioimbina, propranolol
e duplo blogueio resultaram nos maiores valores de média das concentragdes de TBA-RS.
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5.17 Andlise de sulfidrilas plasmaticas 6 h apos o término da sessdo de exercicio
fisico, com os diferentes bloqueios
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Figura 32. Concentracéo de sulfidrilas plasmaticas, pumol/mL/mg proteina, dos animais
gue nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8%, e 0 repouso apos 6 h e
com os seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina, (D) metoprolol, (E)
propranolol e (F) blogueio duplo. Por meio de ANOVA de uma via apenas o duplo bloqueio
apresentou diferenca estatistica (p < 0,05) com pés-teste de Tukey (p < 0,05).
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Apesar de observarmos discreto aumento nos valores de média dos niveis de
sulfidrilas plasméticas nas intensidades 4 % e/ou 8%, nos grupos controle, ioimbina,
metoprolol, propranolol e duplo blogueio (fig. 32), s este Ultimo apresentou diferenca
estatistica (p = 0,03), sendo significativa entre o repouso e aintensidade exaustiva (p < 0,05).
Todavia, apesar desta diferenca significativa acreditamos que o estresse causado pela total
inibicdo adrenérgica associada a0 impedimento das respostas regulatorias ao esforgo fisico,

sgja o principa responsavel por estas ateracoes.
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Figura 33. Concentracdo da concentracao de sulfidrilas plasmaticas dos animais que
per maneceram em repouso e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apds 6 horas do nado. Os
dados n&o apresentaram diferenca significativa (p = 0,229), conforme teste estatistico ANOVA
deumavia.

Nesta intensidade de exercicio (fig. 33), ndo houve dteracdo significativa entre os

diferentes bloqueios, conforme o esperado.



95

Grupos 4 %:
0.0109 p>0,05
& %
w C
g ‘_§ 0.008 - v
5 2 o’ y °—°5
& 2 0.006- n® A A ©
(o)) —
> £ vee — 2 V7 ":_
8 = 0004 @ n
S E at oo
= il
S
& £ 0.002-
3
0.000 T T T T T T
@ 2> 2> (%) 6" -0
&&o é\(\ &(\ » c9\ o\?@\
cP ? & K &2 ©
T 9
o

Figura 34. Concentracao de sulfidrilas plasmaticas dos animais que nadaram durante 20
minutos com intensidade de 4 % da MCT e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apds 6
horas do nado. Os dados n&do apresentaram diferenca significativa (p = 0,237), pelo teste de
ANOVA deumavia.

Nesta intensidade de exercicio (fig. 34), de novo ndo houve diferenca estatistica entre

0s bloqueios testados.
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Figura 35. Concentracdo de sulfidrilas plasméticas dos animais que nadaram até a
exaustdo com intensidade de 8 % da MCT e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apés 6
horas do nado. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,14), conforme teste
ANOVA deumavia.

Nesta intensidade exaustiva (fig. 35) os dados também n&o apresentaram diferenca
estatistica (p < 0,05).
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Figura 36. Concentracdo de sulfidrilas plasméticas, dos animais que nadaram em
diferentes intensidades e com os difer entes bloqueios adrenérgicos, apés 6 horas. De acordo com
ANOVA de duas vias, a andlise da interacédo (p = 0,76) nao apresentou diferenca significativa,
porém as variaveis efeito da intensidade do exercicio (p = 0,011) e efeito do blogqueio (p = 0,0013)
apresentaram.

Observamos que na figura 36 foi detectada robusta diferenca significativa nas
variaveis intensidade de exercicio e bloqueio, contrariando as analises anteriores. Porém o

teste estatistico de Tukey ndo demonstrou em qual dado houve essa alteracéo.

A partir deste momento as andlises realizadas nos macrofagos, foram efetuadas em
todas as intensidades de exercicio fisico, mas apenas nos grupos controle, prazosina, ioimbina
e propranolol. Esta escolha decorreu-se pelo fato da restri¢&o metodol 6gica dos equipamentos,
pois, infelizmente, tanto 0 PCR em tempo real como o western blotting ndo comportavam
todas as amostras, a0 mesmo tempo. Portanto, para evitar interferéncia interplacas ou
interanalises, optou-se pelos bloqueios ;- e ay-adrenérgicos, possivels receptores chaves da
estimulagdo adrenérgica, e 3 inespecifico, por ser a resposta oposta aos a-adrenérgicos.
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5.18. Andlise da expressdo de proteinas, 6 h apds o término da sessdo de exercicio
com os diferentes bloqueios

Para detectar o contelido intracelular de proteinas, que estéo relacionadas com o perfil

inflamatério do macréfago, empregamos a técnica de western blotting. Por intermédio desta,
analisamos as seguintes proteinas:

HSP70:

A . C
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Figura 37. Conteudo intracelular de HSP70, u.a., nos macr ¢fagos peritoneais dos animais
gue nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8%, e 0 repouso apos 6 h e
com 0s seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol. O teste
ANOVA de uma via nao detectou diferencas significativas nos dados analisados.

Por esta avaliagdo ndo observamos diferenca estatistica em nenhum dos blogueios
utilizados (fig. 37), nem mesmo nas diferentes intensidades do bloqueio com PBS que

apresentaram el evadas respostas funcionais, fagocitose e producdo de nitritos.
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Figura 38. Imunodeteccdo de HSP70, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais que
permaneceram em repouso e com os diferentes blogueios adrenér gicos, apds 6 horas da sesséo
de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,59), pelo teste de ANOVA
deumavia.

N&o houve diferenca estatistica entre os bloqueios na situacéo repouso (fig. 38), um

resultado esperado.
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Figura 39. Imunodeteccdo de HSP70, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais que
nadaram com 4 % da MCT, como sobrecarga, e com os diferentes bloqueios adrenér gicos, apos
6 horas da sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,41),
peloteste ANOVA deumavia.

A intensidade moderada de exercicio (fig. 39) ndo demonstrou diferenca significativa
em relagdo aos diferentes bloqueios testados. Assim, a0 que parece, esta intensidade de
exercicio ndo promoveu modificagdes no conteido de HSP70, independente do bloqueio
farmacol ogico utilizado.
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Figura 40. Imunocontetdo de HSP70, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais que
nadaram com 8 % da MCT, como sobrecarga, e com os diferentes bloqueios adrenér gicos, apos
6 horas da sessdo de exercicio. Os dados apresentaram diferenca significativa (p = 0,04), por
meio de ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey. Os blogueios ioimbina e propranolol
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05).

A intensidade mais exaustiva (fig. 40) demonstrou modificagcdo significativa
(p<0,05), com diferenca entre o grupo ioimbina e propranolol (p<0,05), semexibir

alteracbes do contetido de HSP70 em relagdo ao grupo controle.

Esse resultado confirma o antagonismo da resposta entre os receptores o , e [3 assim
como as respostas observadas para fagocitose (fig. 20), nesta mesma intensidade de exercicio.
Assim, em virtude da potente resposta inflamatoria nas células do grupo propranolol houve a
necessidade de protecdo celular com inducéo de HSP70 ao contréario do grupo ioimbina, sem

ativagéo celular.
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Figura 41. (A) Conteudo intracelular de HSP70, u.a., em macréfagos peritoneais dos
animais que nadaram em diferentes intensidades, além do bloqueio, e com os diferentes
bloqueios adrenérgicos, ap6s 6 horas. A andlise da interacéo (p = 0,42), o efeito da intensidade
do exercicio (p=0,86) e o efeito do blogqueio (p=0,058) ndo apresentaram diferencas
significativas. (B) Imagens representativas de HSP70 e -actina.

Utilizando ANOVA de duas vias ndo houve diferencas significativas entre os
diferentes bloqueios e intensidades testadas para HSP70 (fig. 41).

Como observamos aumento na produgcdo de NO 6 h apds o exercicio e por ser
considerada um marcador classico do perfil pro-inflamatério de macrofagos (Rath, Muller et
al. 2014), passamos a analisar a participacéo de receptores adrenérgicos sobre o conteido
intracelular de INOS nas diferentes intensidades de exercicio fisico e no repouso.
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Figura 42. Conteldo intracelular de iNOS, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8%, e 0 repouso apos 6 h e
com 0s seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol. Os
dados ndo apresentaram diferenca estatistica de acordo com o teste ANOVA de umavia.

N&o houve diferenca significativa entre as diferentes intensidades de exercicio fisico

dentro de cada bloqueio (fig. 42).

Assim como ocorreu com a HSP70 (fig 37), iINOS ndo teve dteracdo significativa
entre as diferentes intensidades de exercicio no blogueio controle, com PBS, apesar de ter

ocorrido robusta producédo de NO.



Grupos repouso:
1.5
i @ p>005
.=
O =
‘O
< & 1.0-
88
o
Eg 0.5" Em &
=
w 3 ° - AdA
0.0 T 1 1
& P
£ 3 3 <
& P e &

104

Figura 43. Conteddo de iNOS, u.a, nos macrofagos peritoneais dos animais que
permaneceram em repouso e com os diferentes blogueios adrenér gicos, apds 6 horas da sesséo
de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,88), pelo teste de ANOVA

deumavia.

Conforme o esperado, no repouso ndo houve diferenca estatistica entre os bloqueios

(fig. 43).
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Figura 44. Contetido intracelular de iNOS, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue nadaram com 4% da MCT e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apos 6 horas da
sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,18), utilizando o
testede ANOVA deumavia.

N&o foi possivel detectar diferencas significativas entre os bloqueios testados na
intensidade moderada (fig. 44).

Chama a atencéo que, embora ndo exista diferenca estatistica no conteido da enzima
iINOS entre os diferentes bloqueios (fig. 44), o NO, produto da acdo de iNOS sobre L-
Arginina, demonstrou-se com robusta diferenca estatistica nesta mesma intensidade de

exercicio e com os mesmos bloqueios (fig. 24)
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Figura 45. Conteldo intracelular de iNOS, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue nadaram com 8% da MCT, como sobrecarga, e com os diferentes blogueios adr enér gicos,
apos 6 horas da sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p =
0,24), peloteste ANOVA de umavia.

N&o houve diferenca estatistica nesta intensidade de exercicio fisico em relacdo aos

diferentes bloqueadores (fig. 45).

Assim como o ocorrido na concentragdo de iINOS da intensidade 4 % (fig. 44), a
intensidade exaustiva ndo demonstrou diferenca significativa do contelido desta enzima em
relacdo aos diferentes blogueios testados (fig. 45), mesmo tendo sido detectadas elevadas
concentracfes de NO com diferencas significativas nesta mesma intensidade de exercicio (fig
25).
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Fig 46. (A) Concentracdo intracelular de iNOS, u.a.,, em macrdéfagos peritoneais dos
animais que nadaram em diferentesintensidades, além do repouso, e com os diferentes bloqueios
adrenérgicos, apés 6 horas. A andlise da interacdo (p =0,61) e o €efeito da intensidade do
exercicio (p =0,06) ndo apresentaram diferencas significativas. O efeito bloqueio apresentou
diferenca significativa (p =0,04). O pés teste de Tukey ndo demonstrou em quais dados
ocorreram estas alter agoes. (B) | magensrepresentativas deiNOSe B-actina.

A andlise conjunta das varidvels intensidade de exercicio e bloqueio revelou diferenca
significativa entre os blogueios (fig. 46A). Porém, o pos teste ndo identificou os dados que
sofreram esta alteracéo.

Arginase |:

Ao contrario de iINOS, a enzima arginase |, que compete com a iNOS pela
disponibilidade de arginina intracelular, € conhecida por ser marcador do fendtipo anti-
inflamat6rio do macréfago (Rath, Muller et al. 2014). Logo, também se fez necessaria sua

avaliagéo.
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Figura 47. Contetdo intracelular de arginase I, u.a., nos macréfagos peritoneais dos
animais que nadaram nas diferentesintensidades de exer cicio fisico, 4 % e 8 %, e 0 repouso apos
6 h e com os seguintes bloqueios. (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol.
Pelo teste de ANOVA deuma via ndo houve difer engas significativas.

Conforme podemos observar, nenhum dos blogueios apresentou diferenca
significativa (fig. 47). Entretanto, visualizamos considerével reducdo nos conteldos desta
enzima, principalmente nos grupos exercitados, do bloqueio propranolol (fig. 47D) em

relagcdo aos demais bloqueios.
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Figura 48. Imunodeteccdo de arginase I, u.a., nos macr6fagos peritoneais dos animais
gue permaneceram em repouso e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apés 6 horas da
sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,43), pelo teste de
ANOVA deumavia.

Conforme o esperado, ndo houve diferenca estatistica significativa no repouso entre 0s
diferentes bloqueios testados (fig. 48).
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Figura 49. Contetudo de arginase I, u.a., dos macréfagos peritoneais de animais que
nadaram com sobrecarga de 4% (MCT) e com os diferentes blogueios adrenérgicos, apos 6
horas do nado. Utilizando ANOVA de uma via, os dados ndo apresentaram diferenca
significativa (p = 0,08).

Nesta intensidade testada, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes
blogueios na enzima arginase | (fig. 49), nem mesmo nos bloqueios de prazosina e ioimbina
em virtude das reduzidas respostas celulares de fagocitose (fig. 19) e producéo de NO (fig.

24), nesta mesma intensidade de exercicio fisico.
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Figura 50. Contetudo de arginase |, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais que
nadaram até a exaustdo com 8% da MCT, como sobrecarga, e com os diferentes blogueios
adrenérgicos, apos 6 horas da sessdo de exercicio. Pedla ANOVA de uma via, os dados néo
apresentaram diferenca significativa (p = 0,09).

Outravez, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes bloqueios (fig. 50).

Assim como ocorrido na intensidade moderada (fig. 49), apesar dos bloqueios
prazosina e ioimbina reduzirem a resposta funcional, fagocitose (fig. 20) e produgdo de NO
(fig. 25) nestas células, este fato ndo apresentou relagdo com aumento na concentragdo de

arginase | naintensidade exaustiva (fig. 50).
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Figura 51. Conteldo de arginase |, u.a., dos animais que nadaram em diferentes
intensidades e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apos 6 horas. A analise da interacéo
(p=0,88) e 0 efeito da intensidade do exercicio (p = 0,8) ndo apresentaram diferencas
significativas, porém a variavel efeito do blogueio (p =0,0067) apresentou diferenca muito
significativa. O post-hoc de Tukey ndo demonstrou os dados que apresentaram diferenca.

Constatamos gue as intensidades do exercicio, propostas pelo estudo, aparentemente,
ndo demonstraram interferéncia na quantidade de enzima disponivel para o metabolismo
celular, independente do bloqueio utilizado (fig. 51A). Entretanto, o teste estatistico detectou
diferenca significativa no efeito do blogueio sem o poés teste indicar em quais dados houve

essa modificacao.

Perfil inflamatério — iINOSArginase |

Propusemos um perfil intracelular para indicar o estado inflamatério do macréfago
(pré-inflamatdrio ou anti-inflamatério) utilizando uma razéo entre os valores, em unidades

arbitrérias, de iINOS e arginase |. Realizamos a andlise gréfica entre as intensidades 4 e 8% e
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0 repouso e, depois, a andlise conjunta das duas variaveis, intensidade do exercicio fisico e

bloquei o farmacol 6gico.
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Figura 52. Razdo do perfil intracelular inflamatério (iINOSarginase I), u.a, nos
macr 6fagos peritoneais dos animais que nadaram nas difer entes intensidades de exer cicio fisico,
4% e 8%, e 0 repouso apds 6 h e com os seguintes bloqueios. (A) controle, (B) prazosina, (C)
ioimbina e (D) propranolol. Pelo teste de ANOVA de uma via ndo houve diferencas
significativas.

Apesar do teste estatistico ndo detectar diferenca significativa entre os blogqueios

testados (fig. 52), €é possivel observarmos uma reducéo consistente na razéo iINOS/Arginase |

no bloqueio ioimbina (fig. 52C).
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Figura 53. Razdo do perfil intracelular inflamatério (iINOSArginase 1), u.a., nos
macr6fagos peritoneais dos animais que permaneceram em repouso e com os diferentes
bloqueios adrenérgicos, apds 6 horas da sessao de exer cicio. Valores descritos em média + EPM.
Osdados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,11), pelo tesse ANOVA deumavia.

Conforme o esperado, assim como no repouso das proteinas iINOS (fig. 43) e arginase
| (fig. 48), ndo houve diferenca estatistica na razéo iINOS/Arginase | entre os diferentes

bloquei os testados no repouso (fig. 53) .
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Figura 54. Razdo do perfil intracelular inflamatério (iINOSArginase 1), u.a., nos
macr 6fagos peritoneais dos animais que nadaram com 4% da MCT e com os diferentes
bloqueios adrenérgicos, apds 6 horas da sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram
diferenca significativa (p = 0,46), pelo teste de ANOVA deumavia.

Assim como ndo houve diferenca significativa na intensidade moderada de iNOS (fig.
44) e arginase | (fig. 49) entre os diferentes blogueios testados, nesta mesma intensidade de
exercicio ndo houve diferenca significativa na razéo iNOS/Arginase | entre os bloqueios
utilizados (fig. 54).
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Figura 55. Razdo do perfil intracdular inflamatério (iNOS/arginase 1), u.a., nos
macr 6fagos peritoneais dos animais que nadaram até a exaustdo com 8% da MCT, como
sobrecarga, e com os diferentes bloqueios adr enér gicos, ap0s 6 hor as da sesséo de exercicio. Pelo
teste de ANOVA de uma via os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,28).

Repete-se a situagdo da intensidade moderada na razéo iINOS/Arginase | (fig. 54), ou
sga, ndo houve diferenca significativa da intensidade exaustiva na razéo iINOS/Arginase |
(fig. 55), corroborando com a auséncia de diferenca significativa de iNOS (fig. 45) e arginase
| (fig. 50) entre os diferentes bloquei os testados, nesta mesma intensidade de exercicio.
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Figura 56. Razdo do perfil intracelular inflamatério (iINOS/Arginase 1), u.a., nos
macr 6fagos peritoneais dos animais que nadaram em difer entes intensidades e com os diferentes
blogueios adrenérgicos, apds 6 horas. A andlise da interacéo (p = 0,94) e o efeito da intensidade
(p =0,26) ndo apresentaram diferencas significativas, porém o efeito do bloqueio (p = 0,03)
demonstrou. O posteste de Tukey ndo indicou os dados que apresentaram diferenca.

A andlise estatistica das duas variaveis do estudo ndo demonstrou diferenca estatistica
entre a interacdo e o efeito da intensidade, porém apresentou alteracdo em relacdo aos
bloqueios testados (fig. 56).

5.19 Analise de PCR em tempo real, 6 h ap0s o término da sessdo de exercicio

fisico, com os diferentes bloqueios

RNAM HSP72

Visando analisar a protegdo anti-inflamatéria celular, verificamos a expressdo de
HSP72 nos macréfagos peritoneais dos animais que foram exercitados em diferentes

intensidades e sob efeito dos diferentes bloqueadores.
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Figura 57. Expressdo de HSP72, u.a. nos macrdéfagos peritoneais dos animais que
nadaram nas diferentesintensidades de exercicio fisico, 4 % e 8 %, e 0 repouso apos 6 h e com 0s

seguintes blogqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol. Foi utilizado o
teste paramétrico ANOVA deumavia.

Conforme visualizamos ndo ocorreram diferencas estatisticas entre as intensidades de
exercicio fisico, dentro de cada bloqueio (fig. 57). Esses dados corroboram os dados obtidos

sobre o contelido proteico da HSP70 (fig. 37) com os mesmos blogueios e intensidades de
exercicio fisico.
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Figura 58. Expressdo de RNAm de HSP72, u.a., de macr6fagos peritoneais dos animais
gue permaneceram em repouso e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apds 6 horas do
nado. Pelo teste de ANOVA de uma via os dados ndo apresentaram diferenca significativa
(p=0,34).

Conforme esperdvamos ndo houve diferenca significativa na expresséo génica de
HSP72 no repouso (fig. 58), similar ao ocorrido com o contetido proteico de HSP70 nesta

mesma situagdo experimental (fig. 38).
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Figura 59. Expressdo de RNAmM de HSP72, u.a., nos macr 6fagos peritoneais, dosanimais
que nadaram com 4 % da MCT, apés 6 horas, com os diferentes bloqueador es. Os valores nédo
apresentaram diferenca significativa (p = 0,12) por ANOVA deumavia.

Os diferentes bloqueadores ndo demonstraram diferenca significativa na intensidade

moderada (fig. 59) assim como ocorreu com o contetido proteico de HSP70 (fig. 39).
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Figura 60. Expressdo de HSP72, u.a., nos macr 6fagos peritoneais, via teste de ANOVA
de uma via, dos animais que nadaram com 8 % da MCT até a exaustdo, apos 6 horas, com os
diferentes bloqueador es. Valor es ndo mostram diferenca significativa (p = 0,43).

N&o houve diferenca significativa na expressdo génica de HSP72 na intensidade

exaustiva (fig. 60), do mesmo modo ocorrido no contetido proteico de HSP70 (fig. 40).
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Figura 61. Expressdo de HSP72, u.a., nos macroéfagos peritoneais, dos animais que
nadaram em diferentes intensidades além do repouso, e com os diferentes bloqueios
adrenérgicos, apos 6 horas. A interacéo (p = 0,76), o efeito da intensidade (p = 0,90) e o bloqueio
(p = 0,06) n&o apresentaram diferencas significativas.

Ao avaliar as duas variaveis, verificamos que intensidade e bloqueio ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (fig. 61). Tanto a expressdo génica como o contetido proteico
de HSP70 ndo demonstraram diferencgas significativas entre os bloqueios e intensidades de
exercicio utilizadas. Assim, no periodo de 6 h apds o0 exercicio fisico, parece que a célula ndo

preciou sintetizar HSP70 de modo a promover uma citoprotecéo.

RNAM HSP73:

Apesar da HSP73 ser caracterizada como constitutiva, foi analisada para avaliar

possivels alteracfes que os efeitos subagudos do exercicio poderiam promover nesta proteina.
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Figura 62. Expressdo de RNAmM de HSP73, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue nadaram nas diferentes intensidades de exer cicio fisico, 4% e 8%, e o repouso apdés 6 h e

com 0s seguintes blogueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol. Teste
ANOVA de uma via nédo detectou diferencas significativas.

De modo claro, observamos que ndo houve diferencas estatisticas em nenhum dos

bloqueios utilizados (fig. 62) assim como ocorreu com a expressao génicade HSP72 (fig. 57).
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Figura 63. Expressdo de RNAmM de HSP73, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue permaneceram em repouso e com os diferentes bloqueios adrenérgicos, apés 6 horas da
sessdo de exercicio. Os dados nédo apresentaram diferenca significativa (p = 0,96), com o teste de
ANOVA deumavia.

Conforme o esperado, ndo houve diferencas significativas dos bloqueios no repouso
(fig. 63) corroborando com os dados de RNAm de HSP72, também em repouso (fig. 58).
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Figura 64. Expressdo de RNAmM de HSP73, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue nadaram com 4 % da MCT, como sobrecarga, e com os diferentes blogueios adr enér gicos,
apos 6 horas da sessdo de exercicio. Por ANOVA de uma via, os dados ndo apresentaram
diferenca significativa (p = 0,90).

Repetindo a resposta da expressao génica de HSP72 na intensidade moderada (fig. 59),
ndo houve diferenca estatistica nos dados de RNAm de HSP73 (fig. 64).
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Figura 65. Expressdo de RNAmM de HSP73, u.a., nos macr 6fagos peritoneais dos animais
gue nadaram com 8% da MCT, como sobrecarga, e com os diferentes blogueios adr enér gicos,
apos 6 horas da sessdo de exercicio. Pelo teste ANOVA de uma via, os dados ndo apr esentaram
diferenca significativa (p = 0,50).

Outra vez nao houve diferencas significativas dos blogqueios na intensidade exaustiva
(fig. 65) asssm como conforme ocorrido nos dados de RNAm de HSP72, nesta mesma
intensidade (fig. 60).
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Figura 66. Expressdao de HSP73, u.a.,, nos macrofagos peritoneais dos animais que
nadaram em diferentes intensidades e com os diferentes blogueios adrenérgicos, apds 6 horas.
As andlises da interacdo (p = 0,96), efeitos da intensidade do exercicio (p =0,74) e do blogueio
farmacoldgico (p = 0,42) ndo apr esentaram diferencas significativas.

Conforme visto nas andlises anteriores (fig. 63, 64, 65), a expressdo de HSP73 néo
sofreu alteracBes nos blogueios utilizados nas diferentes intensidades de exercicio fisico (fig.
66).

Essa foi uma resposta esperada visto que HSP73 é considerada uma proteina
congtitutivel, portanto ndo sofreu alteracéo frente a uma Unica sessdo de exercicio.
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Figura 67. Expressdo do RNAm de iNOS, u.a., nos macr ¢fagos peritoneais dos animais
gue nadaram nas diferentes intensidades de exercicio fisico, 4 % e 8%, e 0 repouso apos 6 h e
com o0s seguintes bloqueios. (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol.
Utilizando ANOVA de uma via os dados ndo demonstraram difer encas significativas.

Anaisando a resposta dentro de cada bloqueio (fig. 67A-D), ndo houve diferencas
significativas entre as intensidades de exercicio. Esse € um resultado semelhante ao ocorrido
em relagdo ao contelido proteico desta enzima (fig. 42).
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Figura 68. Expressdo de iNOS, u.a,, nos macrofagos peritoneais dos animais que
permaneceram em repouso e com os diferentes blogueios adrenér gicos, apds 6 horas da sesséo

de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,71), pelo teste ANOVA de
umavia.

Conforme o esperado, os dados néo apresentaram diferenca estatistica no repouso (fig.

68), apresentando a mesma resposta no contelido proteico deiNOS (fig. 43).
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Figura 69. Expressdo de iNOS, u.a,, nos macrofagos peritoneais dos animais que
nadaram com sobrecargade 4 % da MCT e com diferentes bloqueios adr enér gicos, apos 6 horas
da sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,35), pelo teste
ANOVA deumavia.

Os dados andlisados ndo demonstraram diferenca significativa na intensidade
moderada (fig. 69). Assim como 0 ocorrido no repouso, esta resposta assemel ha-se a resposta
do contetido de INOS na mesma intensidade de exercicio fisico (fig. 44).

Assim, apesar de ocorrer aumento da producdo de NO na intensidade moderada de
exercicio (fig. 24), esta ndo foi sustentada por aumentos na expressao génica de iINOS apés 6

h da sessdo de exercicio.
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Figura 70. Expressdo de iNOS, u.a,, nos macrofagos peritoneais dos animais que
nadaram com sobrecarga de 8 % da MCT e com diferentes bloqueios adr enér gicos, apos 6 horas
da sessdo de exercicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,45), pelo teste
de ANOVA deumavia.

Na intensidade exaustiva os diferentes bloqueios ndo apresentaram diferenca
significativa (fig. 70). Esse é um resultado semelhante ao ocorrido em relagdo ao contetdo
proteico desta enzima (fig. 45).

Mais uma vez, apesar da robusta producéo de NO na intensidade exaustiva do grupo
bloqueado com PBS (fig. 25) esta ndo foi acompanhada por aumentos do RNAmM de iNOS
nestas células apds 6 h do exercicio fisico.
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Figura 71. Expressdo de iNOS, u.a., nos macrofagos peritoneais, dos animais que
nadaram em diferentes intensidades e com os diferentes bloqueios adrenér gicos, apds 6 horas. A
andlise da interacéo (p = 0,96), efeitos da intensidade de exer cicio (p = 0,48) e blogueio (p = 0,13)
nao apresentaram diferencas significativas.

Confirmando os dados anteriores (fig. 68, 69 e 70), a andlise conjunta das variavels

intensidade de exercicio fisico e blogueio adrenérgico ndo demonstrou diferenca significativa.

Apesar das células apresentarem, dependendo do bloqueio utilizado, elevada ou
reduzida producéo de NO no tempo 6 h apos o exercicio (fig. 26), nas intensidades moderada
e exaustiva, esta resposta parece ndo apresentar relacdo com o contetdo proteico (fig. 46) e
expressdo de RNAm (fig. 71) dessa enzima, neste mesmo tempo e intensidades de exercicio
avaliadas.
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Figura 72. Expressdo da expressao de arginase |, u.a., nos macr éfagos peritoneais dos
animais que nadaram nasdiferentesintensidades de exer cicio fisico, 4 % e 8 %, e 0 repouso apos
6 h e com os seguintes bloqueios: (A) controle, (B) prazosina, (C) ioimbina e (D) propranolol. Os
dados néo apresentaram difer enga significativa com o teste de ANOVA deumavia.

O teste estatistico ndo detectou diferenca significativa entre as intensidades nos
diferentes bloqueios (fig. 72).

Esses resultados, obtidos apds 6 h do exercicio, assemelham-se aos dados sobre o
contelido proteico desta enzima, utilizando os mesmos bloqueios, intensidades de exercicio e
tempo de coleta celular pos exercicio (fig 51).
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Figura 73. Expressdo de RNAm de arginase I, u.a., nos macr6fagos peritoneais dos
animais que permanecer am em repouso e com os diferentes bloqueios adrenér gicos, apds 6 hor as
da sessdo de exer cicio. Os dados ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,85), com o teste
de ANOVA deumavia.

N&o observamos alteracdo significativa nas concentragdes de RNAmM de arginase |
entre os bloqueios durante o repouso (fig. 73). Resultado esperado e que assemelha-se ao

contedido proteico desta enzima no repouso apés 6 h do exercicio fisico (fig. 52)
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Figura 74. Expressdo de arginase |, u.a., nos macréfagos peritoneais, via teste de
ANOVA de uma via, dos animais que nadaram com 4% da MCT, apés 6 horas, com 0s
diferentes bloqueador es. Valores ndo mostraram difer enca significativa (p = 0,96).

Nesta intensidade de exercicio fisico os diferentes blogueios adrenérgicos néo
demonstraram diferenca significativa (fig. 74). Os resultados assemelham-se aos obtidos

sobre o0 contelido proteico desta enzima nesta intensidade de exercicio (fig. 53).

Apesar da producéo de nitritos ter sofrido reducéo consistente nos bloqueios prazosina
e ioimbina (fig. 24), com consequente inibicdo do perfil M1 nestas células, esperavamos que
houvesse 0 estabelecimento de um perfil M2 celular, com aumentos na expressdo génica e

contelido proteico de arginase |, porém este fato néo ocorreu.
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Figura 75. Expressdo de arginase |, u.a., nos macréfagos peritoneais, via teste de
ANOVA de uma via, dos animais que nadaram com 8% da MCT, apés 6 horas, com 0s
diferentes bloqueador es. Valores ndo mostraram difer enca significativa (p = 0,67).

Assim como ocorrido no conteldo proteico dessa enzima nesta intensidade de

exercicio (fig. 50), ndo houve diferenca significativa entre os bloqueios utilizados (fig. 75).

Mesmo com a diminuicéo na producao de nitritos nos bloqueios prazosina, ioimbina e
propranolol (fig. 25), com consequente inibicdo do perfil M1 nestas células, esperdavamos que
houvesse o estabelecimento de um perfil M2 celular, com aumentos na expressao génica e

contelido proteico de arginase |, porém este fato néo ocorreu.
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Figura 76. Expressao de arginase |, u.a., nos macréfagos peritoneais dos animais que
nadaram em diferentes intensidades e com os diferentes blogueios adrenér gicos, apds 6 horas. A
interacdo (p = 0,90), o efeito da intensidade (p = 0,08) e o bloqueio (p = 0,93) ndo apresentaram
diferencas significativas.

Confirmando os dados estatisticos dos efeitos dos blogqueios e das intensidades de
exercicio (fig. 72, 73, 74 e 75), ndo houve diferenca estatistica na andlise de varidvels
associadas (fig. 76).

Portanto, tanto o contetdo proteico (fig. 51) como a expressdo de RNAm (fig. 76) de
arginase | ndo apresentaram ateragdes apds 6 h do exercicio de diferentes intensidades e com

bloquei os adrenérgicos.

Infelizmente, ndo conseguimos efetuar a proporcao entre iINOS e arginase |, gerando o
perfil inflamatorio, porque alguns dados da expressdo génica resultaram em zero, ndo sendo

possivel efetuar a proporcao, ocorrendo N =1 em agumas andlises.



6 DISCUSSAO

O exercicio fisico caracteriza-se como ferramenta viavel e eficaz no tratamento e
prevencdo de diversas doencas atuais, como obesidade, diabetes, cancer, etc., nesse sentido,
por estarem relacionadas com o0 sistema imunolégico, faz-se necessario seu emprego
adequado. Estudos cléssicos descrevem uma atividade moderada como sendo apropriada para
forjar um sistema imunolégico capaz de desempenhar adequada vigilancia sistémica. Por
outro lado, atividades exaustivas sd0 consideradas inadequadas, por proporcionar
imunossupressdo podendo, ambas intensidades, serem moduladas por diversos horménios,
como cortisol, catecolaminas e hormoénio do crescimento (Hoffman-Goetz and Pedersen
1994, Walsh, Gleeson et a. 2011).

Surpreende o fato que poucos estudos investigaram o efeito do exercicio fisico de
intensidades moderada e exaustiva sobre populacdes teciduais imunolégicas de macréfagos
gue tém extrema importancia, tanto na comunicacdo com células e 6rgdos vizinhos, como na

vigilancia sistémica promovida por este estimulo.

Estudos de nosso laboratério, mostraram o efeito de diferentes intensidades de
exercicio fisico e da modulagdo catecolaminérgica em mondcitos circulantes de ratos (da
Silva Rossato, Krause et al. 2014, Scholer, Marques et a. 2016). De modo aparente, a
intensidade de exercicio é capaz de modular o perfil de mondcitos (M1/M2) e esta, parece ser
dependente da sinalizacdo noradrenérgica. Neste contexto, buscamos estudar os efeitos de
diferentes intensidades de exercicio fisico e da mediacdo adrenérgica (com diferentes
bloquei os farmacol 6gicos) sobre o perfil inflamatério de uma populacdo tecidual residente de

macrofagos, que sofre intensa influéncia noradrenérgica, os macrofagos peritoneais.

Dessa forma, utilizamos, além da situacéo de repouso, duas intensidades de exercicio
fisico distintas, moderada e exaustiva, nas quais a literatura as enquadra, de acordo com o
aumento nas concentragdes catecolaminérgicas, como imunoestimulantes ou supressoras, por
esta ordem (Ortega, Giraldo et a. 2007, Walsh, Gleeson et al. 2011). Logo, para comprovar 0
papel desses hormdnios na modulacdo inflamatoria do macréfago, fez-se necessario o
emprego de uma atividade extenuante, a fim de que conseguissemos aumentar, 0 maximo
possivel, as concentragdes desses hormdnios na circulagdo sanguinea dos animais, portanto
nesse contexto, empregamos a atividade até a exaustéo.
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A partir de medidas de lactato e glicogénio muscular, obtivemos sucesso em
caracterizar o exercicio fisico com 4% da MCT como moderado e o 8 % da MCT como
exaustivo. Pelo lactato, a classificagdo ocorreu por encontrar-se abaixo ou acima, nesta
ordem, do limiar de lactato, medida muito utilizada para caracterizar o esforco fisico (Billat,
Sirvent et a. 2003). Pela andlise do glicogénio muscular, detectamos uma gueda
impressionante nos niveis energéticos musculares, 0s quais em associagdo com o tempo que
0s animais hadaram até a exaustéo, confirmaram o intenso esfor¢o ao qual foram submetidos.
Devido as elevadas concentragOes de lactato a cancadas pelo grupo 8 %, associado ao intenso
esforgo, mesmo em curto periodo de tempo, é possivel correlacionarmos positivamente com
elevadas concentragdes sanguineas de adrenalina e noradrenaina, de acordo com estudos
realizados em humanos (Kindermann, Schnabel et al. 1982, Mazzeo and Marshall 1989, de
Vries, Bernards et al. 2000).

Além disso, mesmo desempenhando esforco exaustivo, ndo foram detectados
possiveis marcadores de lipoperoxidacdo ou reducéo de sulfidrilas no plasma dos animais, de
modo que pudessem estar relacionados com alteragoes sistémicas provocadas por ERONSs. Ao
que parece, a manutencdo das concentragdes de sulfidrilas plasméticas e auséncia de
alteracbes do TBA-RS plasmatico, principalmente nesta intensidade, permite-nos supor que
nd houve peroxidacdo lipidica e utilizacdo de sulfidrilas, como redutoras de produtos
oxidados, assm como estudos em humanos (Bloomer, Goldfarb et al. 2005, Fisher-Wellman
and Bloomer 2009).

Portanto, ao realizarmos uma sesséo de exercicio fisico de curta duragdo minimizamos
os efeitos oxidantes no organismo, 0 qual poderia provocar nas respostas dos macrofagos
peritoneais, visto que é conhecida a influéncia de um estado pré-oxidante nas reagOes das

células imunol dgicas (Fisher-Wellman and Bloomer 2009).

Entretanto, apesar de os parametros caracterizadores do exercicio fisico comprovarem
a efetividade das intensidades empregadas, ndo houve respostas funcionais significativas dos
macrofagos peritoneais, 1ogo apds o término da sessdo de natagdo. Ainda que a producdo de
nitritos tenha esbocado uma resposta, esta sO foi comprovada apds 6 h do exercicio fisico.
Esta auséncia de reacdo esta de acordo com estudos utilizando macrofagos peritoneais de
camundongos idosos ou ratos jovens, nos quais 0s animais nadaram até exaustdo (40 min),
sem sobrecarga (de la Fuente, Martin et al. 1990, Ferreira, Prestes et al. 2010). Contudo,

outros autores utilizando camundongos e porquinhos da india que nadaram até a exaust&o,



140

120 e 15 min, nessa ordem, atingiram aumentos nas respostas funcionais dessas células
(Ortega, Collazos et al. 1992, Ferrandez and De la Fuente 1999).

A conhecida mobilizagdo celular em 6rgédos linfoides desencadeada pelo exercicio
fisico (Nance and Sanders 2007) afeta também macréfagos residentes ao peritonio. Durante e
depois de uma sessdo de exercicio fisico ha notorio aumento e transitéria monocitose
sanguinea, em humanos, via desprendimento do endotélio vascular e mobilizagdo da medula
Ossea (Walsh, Gleeson et al. 2011, Dhabhar, Malarkey et a. 2012). Ao mesmo tempo, 0
contetido celular da cavidade abdominal mantém-se ou, até mesmo, reduz provavel mente em
virtude de uma MDR (de la Fuente, Martin et al. 1990, Ortega, Collazos et a. 1992, Cassado
Ados, D'Imperio Lima et a. 2015). Apés os nivels de mondcitos circulantes retornarem aos
valores de repouso, as células excedentes sao direcionadas para os tecidos compostos de
macrofagos residentes e 0rgdos linfoides, como o peritdnio. Esse tréfego de mondcitos é
extremamente necessario a fim de vistoriar o corpo inteiro, para promover adequada resposta
imunolégica e interacbes célula-a-célula, assm como acontece com linfocitos (Kruger,
Lechtermann et a. 2008).

Portanto, ao realizarmos uma curva tempo-resposta, detectamos em nosso modelo de
exercicio, um periodo de tempo em que 0s mondcitos circulantes encontravam-se no periténio
e associando-se aos macrofagos teciduais residentes, responderam ao estresse provocado pelo
exercicio fisico. Surpreende gue, tanto um exercicio moderado de curta duracéo, como um
exercicio intenso de brevissmo periodo de tempo, foram suficientes para alterar de forma
positiva as fungdes de macréfagos residentes ao peritdnio dos animais. Além disso, ao longo
de 12 e 24 h apbs a sessdo aguda de exercicio fisico, os macréfagos peritoneais mantiveram
suas respostas de repouso, ou segja, ndo houve reducdo em sua resposta basal, como uma

Situacao de imunossupressao.

Dessaforma, apods as 6 h do exercicio ambas intensidades de exercicio, considerando a
resposta funcional, caracterizaram um perfil pro-inflamatério ao macréfago peritoneal. Esta é
uma resposta esperada e adequada pois, frente ao estimulo do estresse faz-se necessério
limpar o ambiente, esterilizando e eliminando invasores para uma possivel proliferacéo
celular, caso necessaria (Mills, Thomas et al. 2014). O grau dessa resposta foi correlacionado
de modo positivo com aintensidade do estresse sofrido e, possivelmente, com a quantidade de
catecolaminas circulantes (Mazzeo and Marshall 1989, de Vries, Bernards et al. 2000) assim

como ocorrido com mondcitos circulantes de rato (Scholer, Marques et a. 2016).
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Nesse contexto, a producdo de nitritos é considerada como fator de classificagdo do
fenGtipo M1 porque de modo indireto demonstra a maior ativagdo da enzima iNOS em
relacdo a arginase |. Porém, quando presente e ativada dentro da célula, arginase | € capaz de
direcionar o metabolismo de L-arginina para si propria, portanto diminuindo a utilizacéo
desse aminoécido pelaiNOS, um perfil M2. Logo, ainducdo de arginase | poderia controlar a
atividade de iNOS pela utilizagdo da arginina intracelular, assim como ocorrido em células
J.774A.1 incubadas com LPS (Chang, Liao et a. 1998). Entretanto, essa ndo foi a resposta
encontrada, ja que ndo observamos alteracdo nem na expresséo do RNAmM nem de proteina,
em ambas as enzimas, 0 que nos leva a supor que, na verdade, 0 aumento na capacidade de
producdo de NO com o exercicio sgja devido a modulagdo da atividade de uma das duas

enzimas. Essa possibilidade encontra-se em estudo em nosso laboratorio atual mente.

Em relagdo aos bloqueios na intensidade moderada, visualizamos a inibicdo nas
funcbes, fagocitose e producdo de nitritos, quando os animais foram bloqueados com
ioimbina, principalmente, e prazosina. Esses dados assemelham-se a inibicdo da producdo de
TNF-a por macrofagos peritoneais ativados de camundongos bloqueados com ioimbina
(Ignatowski, Gallant et a. 1996) e mondcitos circulantes de ratos, bloqueados com
propranolol e prazosina, com disponibilidade do receptor a2-adrenérgico aumentando as

respostas dessas mesmas fungoes (da Silva Rossato, Krause et a. 2014).

Por outro lado, o bloqueio com propranolol libera os receptores a-adrenérgicos,
evidenciando elevadas respostas fagocitica e de producdo de nitritos estabelecendo um
fendtipo pro-inflamatério nestas células, assemelhando-se ao controle (Sigola and Zinyama
2000, da Silva Rossato, Krause et al. 2014). Logo, percebemos que, nessa intensidade de
exercicio fisico, ha ativacdo via receptores o-adrenérgicos, pela provavel ligacdo de
noradrenalina, devido a sua maior afinidade com estes receptores (Dimitrijevic, Pilipovic et
al. 2009). Contudo, o grupo controle e os blogueios desta intensidade moderada n&o
apresentaram alteragdes em seus valores proteicos intracelulares e génicos de HSP70, INOS e
arginase |, apos 6h da sessédo de exercicio, tanto entre si como em relacdo aos seus

respectivos repousos.

Dessa forma, baseando-se nos bloqueios farmacol 6gicos utilizados, observamos que,
em intensidade moderada de exercicio fisico, o estabelecimento de fendtipo pro-inflamatério
ocorre pela provavel ligacdo de noradrenalina com os receptores a-adrenérgicos, promovendo

a atividade fagocitica e a producéo de nitritos. Além disso, neste mesmo periodo houve



142

manutencdo dos conteldos intracelulares e génicos de HSP70, iNOS e arginase I,
apresentando as mesmas concentragdes da situacdo repouso, conforme visualizacdo na figura
abaixo (figura77).
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Figura 77. Modulacédo adrenérgica no perfil inflamatério do macr éfago peritoneal apos
6h do rato ter sido submetido a sessdo aguda de exercicio fisico de intensidade moderada.

Fonte: o autor.

Seguindo para a intensidade exaustiva, sem bloqueio, ap6s 6 h percebemos aumentos
consistentes nas funcdes dessas células, maiores que as respostas de mondcitos circulantes de
rato, coletados apos ou 12 h depois do exercicio fisico intenso (Scholer, Marques et al. 2016).
Observamos auséncia na producdo de nitritos quando as células foram blogueadas por
prazosina e ioimbina e redugdo de fagocitose nos grupos prazosina, ioimbina e, de maneira
intrigante, metoprolol, ou segja, ocorrendo a auséncia de resposta de outro receptor, fato néo
presente na intensidade moderada. Demonstrando que altas concentragdes noradrenérgicas
podem aumentar a afinidade com receptores [B;-adrenérgicos, ativando-os (Dimitrijevic,
Pilipovic et al. 2009). Logo, frente a estimulo simpatico intenso, a célula ativa de forma
consistente e robusta suas fungdes e vias de sinalizacdo, respondendo de modo adequado ao
estimul o recebido.
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JA o grupo propranolol com a disponibilidade dos receptores a-adrenérgicos
apresentou intensa resposta fagocitica associada, portanto, a um perfil pro-inflamatorio.
Porém, surpreendeu-nos, a solida reduc&io na sua producao de nitritos. E possivel que, em uma
célulamuito ativada, a producéo celular de espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio deve ser
precisamente balanceada, evitando a toxicidade para as proprias células e 6rgaos e células
vizinhas da cavidade peritoneal. Assim, uma intensa resposta inflamatéria inicial, com
elevada producdo de nitritos, pode ser direcionada para um metabolismo mais ativo da
arginase | (Gotoh and Mori 1999) modulando iNOS, diminuindo a producédo de nitritos e
aumentando a liberagdo de arginase | para 0 meio extracelular (Gotoh and Mori 1999,
Salimuddin, Nagasaki et al. 1999). Assim, arginase | é induzida no estagio final da
inflamacdo, prevenindo uma superproducdo extensa de NO e evitando apoptose celular. Em
macrofagos ativados com LPS, a arginase | extracelular esgota a L-arginina do meio
extracelular, inibindo a proliferacdo e causando citotoxicidade para possiveis micro-
organismos presentes (Schneider and Dy 1985, Salimuddin, Nagasaki et a. 1999, Mori, Ozaki
et al. 2002). Dessa forma, 0 organismo permanece eficiente na eliminacdo de invasores,

contudo sem causar danos celulares.

Além disso, nesta intensidade exaustiva tanto as células do grupo controle como dos
bloqueios apresentaram, conforme ocorrido na intensidade moderada, os mesmos contetidos
proteicos intracelulares e génicos de HSP70, iINOS e arginase | dos respectivos grupos
repouso. Ndo houve diferenciacéo estabelecida apds 6 h da sessdo de exercicio fisico entre s

€ SEeus repousos.

Essa auséncia de alteragdo nos contetidos proteicos e génicos de iNOS, arginase | e
HSP70 em relacdo a situacdo repouso e ao uso de diferentes bloqueadores adrenérgicos parece
necessitar de maior tempo para a modificagcdo nestes parametros, assim como o ocorrido com
os dados funcionais. Estudos utilizando macréfagos peritoneais residentes obtidos de ratos
Wistar, que foram incubados com LPS, o mais potente indutor da producéo de oxido nitrico,
demonstraram picos de 6xido nitrico, expressao proteica e de RNA mensageiro de iNOS ap0s
8 h do periodo de incubacdo (Sonoki, Nagasaki et al. 1997, Lopez-Urrutia, Alonso et a.
2000). Nestas mesmas condicOes celulares, arginase | apresenta de forma mais lenta sua
expressao proteica e de RNA mensageiro com picos apés 12 e 24 h, nesta ordem, do estimulo
estressor (Sonoki, Nagasaki et a. 1997). Portanto, caso tivéssemos utilizado um tempo

proximo de 8 h apos a sessdo de exercicio, talvez teriamos modificagdes nas expressdes das
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proteinas de nosso interesse e elevada resposta funcional em ambas intensidades de exercicio

fisico.

Além disso, nossos dados demonstraram a presenca de ambas enzimas consumidoras
de L-arginina em macréfagos peritoneais de rato e que, a principio, ndo apresentaram
reducdes, independente da intensidade, até 6 h apds a sessdo de exercicio. Discordando da
literatura que considera apenas o LPS um coindutor destas enzimas (Sonoki, Nagasaki et al.
1997).

Portanto, em intensidade exaustiva de exercicio fisico, mesmo com poucos minutos de
duracdo, observamos o estabel ecimento de um perfil pro-inflamatério pela aparente ligacéo de
noradrenalina com 0s receptores a- e Bi-adrenérgicos, promovendo atividade fagocitica e
producdo de dxido nitrico, conforme figura abaixo (figura 78). Parece que a resposta pro-
inflamatoria encerra-se apos as 6 h do esforgco fisico, sem influenciar negativamente as

fungdes basais de macrofagos residentes peritoneais, confirmado pela curva tempo-resposta.
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Fig. 78. Modulacdo adrenérgica no perfil inflamatério do macr 6fago peritoneal apos 6 h
do rato ter sido submetido a sessdo aguda de exercicio fisico de intensidade exaustiva. Fonte: o

autor.
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Assim, independente da intensidade de exercicio fisico, houve a modulacdo de
macréfagos para um perfil pré-inflamatério o qual parece envolver os receptores oy, via
proteina G, € o.-adrenérgicos, via proteina Gi, com redugdo do AMPc. E provavelque, assim
como em cultura de células permanentes, ambas utilizam a via da PLC e aumento do calcio
intracelular para ativar a via Ras-Raf, resultando na inducéo das proteinas ERK-1 e/ou -2. O
receptor a;-adrenérgico ativa essa via pela subunidade oy de sua proteina Gg, enquanto o
receptor ap-adrenérgico pelas subunidades By de sua G;j, gerando citocinas pré-inflamatérias
(Della Rocca, van Biesen et a. 1997, Rouppe van der Voort, Kavelaars et al. 2000) e

estabel ecendo um fendtipo pré-inflamatorio.

O receptor B;-adrenérgico participa da ativacdo da fagocitose na intensidade exaustiva
pela provavel ligagdo noradrenérgica, mediada por G; e dependente da ativagdo de PKA
aumentando o nivel de fosforilagdo de ERK e promovendo a ativagdo de ERK-1, conforme
visto em células de ovario de hamster chinés. Sendo esta uma via conhecida de transducéo de
sinal que desencadeia a fagocitose em macrofagos (GarciaGarcia, Rosales et a. 2002,
Martin, Whalen et al. 2004).

Surpreende que, mesmo com aumentos nas respostas funcionais e possivel ativacdo de
vias de sinalizagdo descritas acima, a producdo de nitritos no grupo controle, apds 6 h da
sessdo de exercicio, ndo teve relagdo com o contelido proteico e de mRNA da iNOS. A
classica ativacdo de iINOS pelas vias AP-1, STAT-1a e NF-kB (Morimoto and Santoro 1998,
Bogdan 2001) resultam na produc&o de Oxido nitrico, contudo € necessario algumas horas
para a expressdo génica e transdugdo dos constituintes de iINOS (Amatore, Arbault et al.
2006). Dessa forma, a modulacgo dé&-se apenas por ateracdo da atividade enzimética daiNOS
ou da arginase-l. Outra justificativa para a auséncia desta enzima seria o blogueio de sua
sintese pela elevada concentracdo intracel ular de HSP70, conhecida por inativar a fosforilacéo
do IkB (Morimoto and Santoro 1998, Homem de Bittencourt and Curi 2001, Gutierrez,
Maslinkiewicz et al. 2008, Chen, Wu et a. 2009), impedindo a ativacdo do NF-kB e,
consequente, blogueio consistente de qualquer resposta inflamatéria excessiva. Contudo,
assim como INOS, HSP70 n&o apresentou alteracbes em seus contetidos proteico e génico. O
maior contelido de arginase | poderia negativamente modular o conteido de iNOS pelo
consumo de L-arginina, porém nesta enzima também ndo houve alteraces proteica e génica

em nenhuma das intensidades propostas. A auséncia destas modificagdes pode ser presumivel
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guando relacionadas a0 seu tempo de expressdo, pois em estudo utilizando macréfagos
peritoneais incubados com LPS houve alteragOes proteicas e génicas dessa enzima apenas
apos 12

Contudo, ndo nos parece l6gico uma célula que necessita combater invasores, tanto
externos como provenientes da microbiota intestinal, para proteger um local constituido de
orgaos de extrema importancia, demorar muito tempo para responder. Esta célula por ser
pertencente a imunidade inata apresenta caracteristicas de respostas rgpidas ao estimulo
estressor, sendo a velocidade desta agdo determinante para a resolucdo da inflamagéo ou
infeccdo. Assim, apesar de ndo termos mensurado, existe a possibilidade de maior ativacéo
enzimética de iINOS, ja macrofagos sdo conhecidos pela auséncia de NOS constitutivas, como
NNOS ou eNOS (Silveira, Rodrigues et al. 2007). Logo surgem como possiveis suspeitos do
aumento da concentracdo de nitritos em meio de cultura de macréfagos in vitro

Obvio que por serem experimentos in vivo é inegavel a possivel participacio de outros
horménios, citocinas e alteragdes metabolicas (Walsh, Gleeson et a. 2011) que poderiam
interferir nas fungdes celulares e, portanto nos resultados. A cléssica ligagdo de citocinas aos
TLR ou a receptores especificos ativam a via dependente de MyD88, STAT, NF-kB e
MAPKs para producdo de diversas citocinas e oxido nitrico (Mosser and Edwards 2008,
Parameswaran and Patial 2010). Além disso, citamos também a forte influéncia da HSP70
extracelular nessas células, pois estudo anterior de nosso laboratorio com exercicio fisico em
ratos, detectou aumentos nesta proteina, de modo intensidade-dependente, os quais
correlacionavam-se positivamente com as robustas fungdes celulares de mondcitos circulantes
(Scholer, Marques et al. 2016). No meio extracelular, esta proteina destaca-se pela ligagéo
com TLRs 2 e 4 ativando MyD88, IRAK e NF-kB promovendo iNOS, producéo e liberacéo
de NO, TNF-q, IL-10 e IL-6 em macréfagos (Johnson and Fleshner 2006). Entretanto, mesmo
estando presente durante e imediatamente ap0s a sessdo de exercicio, parece que outros
fatores ndo foram responsaveis por ateracOes nas células de nosso estudo, visto que através
dos diferentes bloqueios adrenérgicos estabeleciam-se diferentes respostas inflamatorias.
Portanto, sendo as fungbes celulares dependentes de forma exclusva da via
catecolaminérgica.



7 CONCLUSAO

Os dados de nosso estudo permitem concluir:

» Macrofagos residentes peritoneais respondem ao estimulo agudo do exercicio
fisico em diferentes intensidades de exercicio fisico, de curta duracéo;

* Macréfagos peritoneais de ratos submetidos a uma sessdo aguda de exercicio
fisico apresentaram aumentos na capacidade fagocitica e na producdo de NO promovidas
principalmente por receptores 0y,-adrenérgicos;

* O exercicio fisico de curta duracdo moderado e exaustivo parece prolongar o

fendtipo pré-inflamatério (M1) por até 6 horas em macrofagos peritoneais;

» Macrofagos peritoneais de rato ndo apresentaram reducdo em suas fungdes pro
inflamatorias basais por até 24 h quando os animais foram submetidos a exercicios de curta

duragdo, com intensidades moderada e exaustiva.

* Apbs seis horas do estimulo do exercicio ndo houve modificagbes nas
concentragdes proteicas e génicas de HSP70, iNOS e Arginase | em relacdo as diferentes

intensidades de exercicio fisico e bloqueios adrenérgicos utilizados.



8 PERSPECTIVAS:

» Avadiar, nas mesmas condi¢des do estudo a cinética enzimatica de iNOS e
arginase | de macrofagos peritoneais dos ratos submetidos as mesmas intensidades e duracdo

de exercicio fisico com os diferentes blogueios;

e Conferir os mesmos parametros estudados, em macrofagos peritoneais i solados
de rato submetidos a cultura com as concentragdes de adrenalina e noradrenalina plasmaticas
detectadas nessas intensidades de exercicio fisico e com os mesmos bloqueadores

adrenérgicos;

» Averiguar um possivel efeito dependente dos receptores TLR em relagdo aos

receptores adrenérgicos, principal mente as isoformas a;

* Investigar a presenca de arginase | em meios de cultura de macréfagos
peritoneais de ratos submetidos a exercicio fisico com elevada carga de trabal ho;

* Veificar a participacdo do exo histamina-CRH, com bloqueadores
especificos, nos mesmos parémetros estudados, em macrofagos peritoneais de rato
submetidos as mesmas intensidades e duragdes de exercicio fisico;

* Avdiar a possive liberacdo de NO por: hemeproteinas, aumento do calcio

intracelular, ativacdo de proteinas cinases ativadas ou ndo pelo clcio intracelular.
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