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RESUMO

O treinamento fisico induz diversas adaptacdes no musculo esquelético e é considerado
um método benéfico para melhoras fisioldgicas do corpo humano. O acimulo de &cido
latico e uma mé alimentacdo estdo associados a 90% dos relatos de dores e supostas
lesbes, 0s quais, muitas vezes levam o praticante de exercicio a recorrer a algum
medicamento. O Ibuprofeno, um medicamento anti-inflamatério ndo esterdide com
efeito analgésico, tem sido utilizado cada vez mais por praticantes de gindsio com o
intuito de, supostamente, prolongar o esforco fisico através da diminuigdo do linear da
dor. Porém, sua influéncia sobre as reservas energeéticas ainda ndo esta claro. O objetivo
deste estudo é verificar o efeito do uso profilatico de lbuprofeno sobre as reservas
energéticas de glicogénio muscular, hepético, plasmatico e ainda relaciona-las com os
niveis de lactato e IL-6 em ratos submetidos a treinos aerdbios. Para alcancar os
objetivos, foram utilizados ratos Wistar, divididos em quatro grupos, o grupo controlo,
0 grupo sob efeito de Ibuprofeno e dois a sofrer influéncia de exercicio fisico, tendo um
deles sido administrado Ibuprofeno. Apos sacrificio dos animais foram doseados 0s
niveis de IL-6, glicogénio hepatico e muscular. Os resultados mostraram uma alta
concentracdo de glicogénio e lactato nos animais submetidos a treinamento sob
influéncia de Ibuprofeno, evidenciando diferengas significativas. Possivelmente estes
animais entraram em um estado ndo oxidativo, caracterizado por predominancia do
metabolismo anaerdbio. Acredita-se que por conta de possiveis alteragdes nas estruturas
bioenergéticas das mitocondrias, as mesmas ndo seriam capazes de exercer
corretamente sua funcdo e, possivelmente, esta alteracdo estaria ligada a perturbagdes

causadas na sintese de Oxido nitrico, por conta da ingestéo de Ibuprofeno.

PALAVRAS-CHAVE: Exercicio Fisico, lactato, glucose, IL-6, glicogénio e

Ibuprofeno.



ABSTRACT

Physical training induces several adaptations in skeletal muscle and is considered a
beneficial method for physiological improvements of the human body. The
accumulation of lactic acid and a poor diet are associated with 90% reports of pain and
alleged injuries, which often lead the exercise practitioner to resort to any medicine.
Ibuprofen, an anti-inflammatory non-steroidal drug with analgesic, has been used
increasingly for the gym practitioners in order to allegedly extending the physical effort
by reducing pain linear. However, their influence on energy reserves is not yet clear.
The objective of this study is to investigate the effect of prophylactic use of ibuprofen
on the energy reserves of muscle, liver, and plasma glycogen and still relate it to lactate
levels and interleukin 6 in rats submitted to aerobic training. To achieve the objectives,
Wistar rats were divided into 4 groups, the control group, the group under Ibuprofen
effect and two to be influenced by exercise, and one had been administered ibuprofen.
After finished the training protocol, all animals were sacrificed, to be realized the
determination of levels of interleukin 6, hepatic and muscle glycogen, showing
significantly statistical differences. The results showed a high concentration of glycogen
and lactate in animals undergoing training under the influence of lbuprofen. Possibly
these animals entered in a not oxidative state, characterized by predominance of
anaerobic metabolism. It is believed that because of possible changes in bioenergy
structures of mitochondria, they would not be able to properly perform its function and
possibly this change is linked to disturbances caused in nitric oxide synthesis, due to the

intake of lbuprofen.

KEYWORDS: Physical exercise, lactate, glucose, glycogen, IL-6 and Ibuprofen.
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1. INTRODUCAO

O acréscimo da frequéncia pela busca de atividades fisicas tem ganhado cada
vez mais adeptos, com o objetivo de melhorias & satde. O exercicio fisico tem sido
apontado por alguns autores como promotor de bem-estar e salde aos seus praticantes,
contribuindo favoravelmente com os sistemas circulatério, respiratério, imunolégico,
entre outros e, reduzindo os riscos de disturbios relacionados ao sedentarismo. O
aumento da atividade contractil do musculo, devido ao exercicio fisico, leva a uma série
de adaptacGes fisioldgicas e bioquimicas. Estas mudancas sdo a base para a melhoria do
desempenho fisico e beneficios gerais na saude.

No entanto, torna se preocupante o numero de praticantes de atividade fisica a
buscarem algum tipo de medicamento, com suposta justificativa de burlar a dor, que
ainda nem se quer foi instalada, transformando este habito em uma rotina cronica.
Como é o caso dos AINES, pesquisas recentes mostram um numero de usuarios, mais de
60 milhGes de americanos de um modo geral, a consumi-los em uma base semanal.

Os grandes problemas dessa utilizacdo descontrolada estdo em seus efeitos
secundarios, descrito desde 1971, sabe-se que os AINEs interferem na sintese de
proteina muscular, entre varios outros efeitos adversos. Nosso grupo de estudo ja
constata que ratos submetidos a ingestdo cronica de ibuprofeno, leva a serias alteracoes
dos capilares do musculo. Além do fato de que em trabalhos anteriores do nosso grupo
de investigacdo ter verificado, também, uma diminuicdo da performance em ratos
treinados durante oito semanas sob efeito de ibuprofeno. O que nos leva a acreditar que
este medicamento estaria de alguma forma causando interferéncia sob as reservas
energéticas dos animais em estudo. Das consideracdes feitas foi objetivo deste trabalho
avaliar os contetdos de glicogénio no figado e musculo de ratos submetidos a um
protocolo de treino aerdébico sob efeito de Ibuprofeno, para ver até que ponto o
Ibuprofeno interfere nas reservas de glicogénio e relaciona-lo com os niveis plasmaticos
de glucose e lactato. Pretendeu-se ainda, investigar o papel do Ibuprofeno nos niveis
plasmaticos e teciduais de IL-6, uma vez que, tal como descrito na literatura, esta

citocina tem intima relagdo com os niveis de glicogénio.



2. ESTADO DA ARTE

O exercicio fisico tem sido apontado por alguns autores como promotor de bem-
estar e saude aos seus praticantes, contribuindo, favoravelmente, com o0s sistemas:
circulatorio, respiratorio, imunologico e reduzindo os riscos de distdrbios relacionados
ao sedentarismo. A pratica da atividade fisica também pode resultar em algumas
adaptacdes bioquimicas como, por exemplo, aumento das reservas energéticas e

melhora do perfil metabdlico de diversos tecidos (Alanna et al., 2014).

2.1 Mdasculos esqueléticos

O tecido muscular estriado esquelético constitui a maior parte da musculatura do
corpo dos vertebrados, € responsavel pela sustentacdo e movimentagdo corporal devido
a sua capacidade de contracdo e de gerar a forca que € aplicada sobre 0ssos e
articulagcbes. O mausculo esquelético é formado por duas principais estruturas, as
miofibrilas e o tecido conectivo (TC) (Tidball et al., 1986).

As miofibrilas sdo unidades base de um musculo, compostas por organelas
tubulares dispostas em feixes longitudinais que preenchem quase, totalmente, o
citoplasma das células musculares, em contato com as extremidades do sarcolema
(membrana plasmatica da célula muscular), sdo responsaveis pela funcdo contréatil do
musculo. Cada fibra muscular é uma célula (midcito) com varios ndcleos e um grande
numero de miofibrilas no seu citoplasma, envoltos por uma membrana chamada
sarcolema (Garreth, 1990).

Quando nos referimos TC, falamos do grupo de tecidos organicos responsaveis
por unir, ligar, nutrir, proteger e sustentar os outros tecidos (Tidball et al., 1986). No
caso das fibras musculares envoltas por TC, as quais recebem o nome de endomisio,
dispdem-se paralelamente entre si e renem-se em feixes. Cada feixe contém de 10 a
300 fibras, é envolvido por TC, classificado como perimisio, e constitui um fasciculo.
Vaérios fasciculos reunidos séo recobertos por outro TC chamado de epimisio, 0s quais
constituem um musculo. O TC é o arcabouco do musculo e permite que o estiramento

exercido pelas fibras musculares seja aplicado efetivamente. A rede de tecido conectivo
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cria um suporte e integra as miofibrilas, convertendo a contragdo individual de cada
fibra em um movimento articular efetivo, permitindo assim uma locomogéo eficiente.
Cada miofibrila é conectada a duas terminacdes de tecido conectivo de tenddo,
chamadas de juncdo miotendinosa (Tidball et al., 1986; Garreth, 1990; Tidball, 1995).
No interior de uma fibra muscular existem os filamentos de actina e miosina, as
duas principais proteinas contrateis do musculo (Junqueira et al., 2004). Compostas por
miofibrilas de caracteristicas cilindricas, com diametro entre 1 e 2mm e estrias
transversais com faixas claras e escuras. Os filamentos de miosina formam bandas
escuras (Figura 1), chamadas anisotrépicas (banda A), e as de actina, as bandas claras,
chamadas isotrépicas (banda I). Nos filamentos de miosina (banda A) encontram-se
faixas mais claras chamadas de banda H, bem visiveis nas células musculares relaxadas
e que vao desaparecendo a medida que a contracdo ocorre. Ja no centro de cada banda |
aparece uma linha mais escura, chamada linha Z (Juqueira et al., 2004). O intervalo
entre duas linhas Z consecutivas ¢ chamado de sarcomero e correspondem a unidade

contréatil da fibra muscular como se pode observar na figura a seguir.

m’lcleoh

banda 1
band 3 -~
-

linha Z
mitocindrias

aberturas
dos tibulos

transversos
reticulo

sarcoplasmaitico
cisternas terminais
ubulos transversos

sarcolema

iofibrilhas

Figura 1. Esquema representativo de uma fibra muscular e seus componentes (Marinho, 2014).



2.1.1 Propriedades estruturais das fibras musculares

As propriedades estruturais e funcionais das fibras sdo, geralmente, referidas aos
fenotipos de fibras, que podem mudar em resposta as influéncias hormonais e neurais de
atividade que sdo expostas (Schiaffino et al., 2011). Assim a composicdo do musculo
esquelético se da por varios tipos de fibras, tendo caracteristicas diferentes quanto ao
tipo de contracdo que se classifica em lenta, fibras tipo I, e contragéo rapida, fibras tipo
I (Lefeuvre et al., 1996).

Segundo Baldwin et al. (2001), a composicdo do musculo em relacdo aos
diferentes tipos de fibras depende da funcdo do musculo, por exemplo, durante uma
corrida de longa distancia os musculos envolvidos no requerido esforco possuem maior
proporcédo de fibras de contracdo lenta (tipo 1), que se caracterizam por abarcarem uma
grande gquantidade de mioglobina e mitocondrias, permitindo a producdo de ATP pela
via oxidativa de glucose e acidos graxos. Deste modo, se tornando uma fibra de perfil
aerdbico com maior resisténcia a fadiga em atividades constantes, como € o caso da
musculatura que sustenta a coluna vertebral.

Jé as fibras tipo 1, sdo de caracteristicas de contracdo rapida com maior dominio
sobre 0 metabolismo anaerdbio, sua principal desenvoltura vem a ser a predominancia
da via glicolitica e a fermentacdo lactica como fonte de ATP, sdo fibras que dispdem de
baixo rendimento de carboidratos e um rapido indice de fadiga, como por exemplo, uma
corrida de explosdo ou até mesmo uma contracdo muscular com uma elevada carga
(Schiaffino et al., 2011).

Porém, ha subtipos de fibras que se ramificam a partir das fibras tipo Il de
contracdo rapida, com as seguintes denominacg0es: fibras Ila e I1b (Pette et al., 1992). A
classe de fibras classificadas como tipo lla se distingue das fibras tipo | pelo fato de ter
seu metabolismo com predominancia anaerobia, porém ainda apresenta vestigios de
mitocondrias e enzimas oxidativas, resultando na capacidade de exercer resisténcia,
assim tornando a fibra lla intermediaria entre o tipo Il e | (Baldwin et al., 2001).
Contudo, as fibras tipo Ilb apresentam predominancia total no metabolismo anaerobio,
sendo praticamente isentas de mioglobinas e mitocdndrias, metabolizando apenas
glucose, sem funcdo de oxidacdo o que gera um elevado acumulo de &cido latico
(Schiaffino et al., 2011).



2.2 Exercicios Fisicos e respiracao celular

O exercicio fisico pode ser utilizado como uma das ferramentas ndo
medicamentosas mais acessiveis, menos dispendiosas e eficientes para a promocao e
manutencdo da satde (Kelley et al., 2008). Assim, ajuda no melhor funcionamento do
corpo humano, quando realizado de forma segura, respeitando os limites de cada
individuo, ainda melhora significativamente as fungdes cardiorrespiratorias, musculares
e articulares, dentre varios outros beneficios (Gaesser, 2007). Beneficios estes como a
ativacdo e mobilizacdo de enzimas e células especificas liberadas com o estimulo do
exercicio, tais como: células satélites residentes no musculo, citosinas e hormonios
(Wahl et al., 2008), ativadas para induzir a regeneracdo e crescimento de tecidos
corporeos. Portanto, o exercicio fisico resulta em inducdo de adaptacGes moleculares
que melhoram o desempenho fisico, levando a uma melhora da saude (Carmeli et al.,
2004).

Individuos que buscam uma pratica adequada, normalmente, desejam uma
promocdo de seu estado saudavel, aumento de autoestima e rendimento fisico, objetivos
estes que podem ser atingidos através de diferentes programas de treinamento fisico em
que, geralmente, predominam dois tipos de exercicios distintos, aerébico e anaerdbico
(Cavinato et al., 2010).

Segundo Junqueira et al. (2012) os exercicios de via aerobica utilizam como
substrato glucose, lipidios e, em alguns casos, proteinas. Seu mecanismo metabdlico
para o balanco energético se da pela sintese de ATP. A glucose, sendo o substrato de
primeira escolha do organismo em um individuo saudavel e bem alimentado, segue seu
processo metabolico para gerar moléculas de ATP. No interior da célula,
particularmente no citosol, ocorre a glicélise, que ira gerar piruvato a ser transportado
para a matriz mitocondrial e convertido em acetil-coenzima A, que por sua vez
alimentaré o ciclo de Krebs. O proximo passo sera o transporte de elétrons e hidrogénio
para a cadeia respiratoria, o qual ocorre na crista mitocondrial, onde no final do
processo as moléculas de hidrogénio se ligam ao oxigénio, formando H,O, evitando que
0 meio celular se torne acido. Estes elétrons e hidrogénios também participam no

processo de formacédo de novas moléculas de ATP (Junqueira et al., 2012).



No metabolismo anaerdbico o substrato para gerar energia é a glucose, que é
degradada no processo de glicélise, formando piruvato. Porém, por se tratar de uma via
energética rapida, esse piruvato ndo ira participar do ciclo de Krebs, permanecendo no
citosol. Situacdo que dara origem ao ciclo de Cori, durante o qual o piruvato passa pela
fermentacgdo lactica sendo transformado em lactato, produto transportado entdo para o
figado. Este processo chamado de gliconeogénese ira sintetizar uma nova molécula de
glucose. Esta glucose sera utilizada pelo musculo, mas caso ndo haja necessidade, sera
mantida no figado como glicogénio (Curi, 2003).

Com isso, torna-se compreensivel a importancia de uma boa alimentagdo a fim
de ocorrer a oxidagdo das moléculas dos alimentos para prover a energia necessaria aos
processos celulares na forma de ATP e, ainda a regulacdo da glicemia, que envolve os
horménios insulina e glucagon (Jofili et al., 2010).

Outro ponto importante se ser referido, é a producdo de lactato, que mostra-se
reduzida quando associada a uma deplecdo dos estoques de glicogénio muscular,
analisados em decorréncia de uma dada carga de exercicio (Tegtbur et al.,1993). O
estudo de Bertuzzi et al. (2009) também relaciona a producdo de lactato com eventos
bioquimicos, nos quais a mitocondria ndo é capaz de oxidar todos os piruvatos
produzidos durante o esforco intenso, o que resultara na sua conversdo em lactado pela
enzima lactato desidrogenase. Quando se fala em lactato, ndo podemos deixar de
descrever que a taxa de conversdao da energia quimica para mecanica durante a
contracdo muscular é considerada um dos principais eventos fisioldgicos determinantes
do desempenho fisico. Em linhas gerais, assume-se que durante os esforcos de curta
duracdo e com alta intensidade, a molécula de adenosina trifosfato é ressintetisada,
predominantemente pela degradagdo da fosfocreatina e do glicogénio muscular, com
subsequente formacdo de lactato (Bertuzzi et al., 2009; Robergs et al., 2004; Jacobs,
1981).

Outro fator a ser relacionado com a producao de lactato é a liberagdo dos ions H*
e consequentemente a diminui¢do do pH intramuscular, os quais seriam fatores de
diminuicdo da funcédo fisiologica de contragdo muscular. Assim as alteracdes no pH
resultantes do acimulo de H" teriam participacdo na inibicdo da liberacio de Ca?",
aumento do Ca2" livre e inibicio das enzimas associadas & glicolise (Bertuzzi et al.,
2009; Carmeli et al., 2004).



Com base em estudos nos quais ratos Wistar foram estimulados através de
sessdo diafragmaética elétrica transcutanea e, posteriormente, os niveis de lactato foram
avaliados, observou-se que aos cinco minutos apds a finalizacdo da sessdo houve um
aumento do pico da lactemia, porém, seguida de uma reducdo, retornando aos seus
valores normais. Costa et al. (2006) sugere que a taxa de producdo encontra-se em
equilibrio com a remocao de lactato. Esta constatacdo estd de acordo com varios estudos
que tem mostrado que as concentracdes plasmaticas de lactato tém ligacdo entre a
velocidade que é produzida pelo musculo assim com a velocidade com que é removido.
(Foss et al., 2002).

Bonen (2000) ao estudar os transportadores de lactato, como o caso das
proteinas monocarboxilato em musculatura cardiaca e esquelética, constatou que o
retorno aos niveis normais se deve pela oxidacdo causada pela propria musculatura
esquelética. Ja na musculatura cardiaca a proporcdo se encontra em menor contraste,
pois h& o processo de conversdo de glucose hepética pela gliconeogénese. Quando o
consumo de glucose ocorre de forma brusca, por conta de uma alta demanda de
oxigénio para se obter energia mais rapidamente sob um processo anaerdbio, este
processo desequilibra o sistema de producéo e utilizagdo de lactato, uma vez que a alta
taxa de glicllise aumenta a proporcdo na concentracdo plasmatica de lactato, e também
as células hepéticas ndo conseguem realizar a gliconeogénese na mesma velocidade em
que € produzido, havendo assim um acumulo de lactato (Nelson, 2002).

Vaérios fatores podem interferir na producéo do lactato, tais como: contetdo de
glicogénio muscular, o consumo agudo de glucose, entre outros. No entanto Jacobs
(1981), em seu estudo, observou ao analisar a musculatura de individuos treinados e
nutridos, que os niveis musculares e sanguineos de lactato sdo menores em relagdo a
situagdo do grupo controle, quando a deplecdo de glicogénio é induzida pela
manipulacdo de dieta ou pelo exercicio fisico vigoroso. No entanto, sugere que esses
valores seriam em consequéncia de um aumento da utilizacdo de lactato durante o
exercicio, e ndo por uma diminui¢do em sua producao.

De forma alternativa, Robergs et al. (2004) tem proposto que por conta de
multiplos fatores bioquimicos na mitocondria, esta ndo seria capaz de oxidar todos os
piruvatos que sdo produzidos durante o esforco intenso, o que resultaria na sua

conversao em lactado pela enzima lactato desidrogenase.



No ato de exercicio fisico, os estimulos fisicos e quimicos controlam a producéo
de 6xido nitrico. Portanto o exercicio estimula a sintese de éxido nitrico (NOS) pelas
células endoteliais através de mecanismos quimicos. Ja o estimulo fisico é feito pela
forca que o sangue exerce sobre a parede das artérias, designada forca de cisalhamento,
ou shear stress”” (Garcia, 2011). Estes mecanismos envolvem a intera¢do de agonistas
endogenos e exogenos como acetilcolina, bradicinina e ATP, sobre as células
endoteliais.

O oxido nitrico tem sua sintese encontrada em duas isoformas, conhecidas por:
constitutiva (cNOS) e induzivel (iNOS). A isoforma constitutiva é originalmente
encontrada no endotélio e nos neurbnios, sendo entdo denominadas de eNOS (NOS
endotelial) e nNOS (NOS neuronal). A isoforma nNOS, é encontrada no cérebro, na
medula espinhal, nos ganglios simpaticos, em glandulas adrenais, entre outras estruturas
como células epiteliais pulmonares, células da ilhota pancredtica e do musculo
esquelético (Moncada et al., 1991). Ja a isoforma induzivel (iNOS) ¢ ativada a partir de
alguns estimulos patoldgicos, como, por exemplo, citocinas, endotoxinas e fatores de
necrose tumoral, e sdo independentes de fons Ca®*. Sendo expressa em Varios tipos
celulares como macréfagos, linfocitos, neutréfilos, hepatdcitos e células epiteliais
(Moncada et al., 1991).

Ambas as isoformas encontram-se presentes nas células e sdo estimuladas por
uma cascata bioquimica que pode ser dependente ou independente de ions calcio. A
ativacdo da NOS constitutiva é dependente da elevacdo de fons Ca®* nas células
endoteliais. Tanto a eNOS quanto a nNOS requerem um doador de elétron, a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), e cofatores como a
flavina adenina dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e a
tetrahidrobiopterina (BH4) (Vanhoutte, 2003; Boo et al., 2005).

Estudos mostram que as células endoteliais sdo capazes de sintetizar varias
substancias vasoativas, que foram classificadas em fatores relaxantes e fatores
contrateis. Os fatores relaxantes derivados do endotélio sdo: o Oxido nitrico (NO), a
prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (Vanhoutte, 2003).

O aumento da producédo de NO contribui para diminuir significativamente dos
efeitos adrenérgicos que causam a constricdo da artéria pulmonar durante a atividade

fisica e dilata os vasos sanguineos em repouso (Kane et al., 1994). Experimentos em
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bovinos submetidos a exercicio fisico demonstraram que a infusdo intravenosa de L-
arginina, um substrato para a sintese de NO, reverte o efeito da inibicdo da sintese de
oxido nitrico, sem afetar o tdnus dos vasos sanguineos pulmonares (Koizumi et al.,
1994).

Tatchum-Talom et al. (2000) mostraram em seu estudo que adaptacOes
fisiologicas ao exercicio de natacdo, potencializa o relaxamento induzido por
acetilcolina dos vasos sanguineos e a ativacdo de nNOS nas células endoteliais dos
pulmdes, atrios, e aorta.

Os fatores contréateis derivados do endotélio sdo a endotelina e o tromboxano, e
0 NO, produzido pelas células endoteliais, um factor relaxante, o qual desempenha um
papel de grande importancia no controle cardiovascular, tanto no controle da resisténcia
periférica vascular como na agregacdo plaquetaria (Vanhoutte, 2003). O NO € um
potente vasodilatador e assim seu papel no controle da PA é extremamente relevante.

Portanto, o éxido nitrico contribui de grande forma para a homeostase do corpo
em atividade e pds-exercicio. Um exemplo da importancia deste agente foi demostrado
nos estudos de De-Palma et al. (2014), o qual documenta que apds privarem a sintese de
nNOS em ratos submetidos a treino em passadeira, encontraram sérias alteracdes nas
estruturas bioenergéticas das mitocondrias dos musculos esqueléticos, enquanto
comparados com os musculos em descanso, notando também uma redugdo na massa
muscular dos mesmos. Estabelecendo que um déficit na sinalizacdo de 6xido nitrico
causa alteracBes mitocondriais e deficiéncias no musculo esquelético. Assim se coloca
que o0 Oxido nitrico detém diversas fun¢bes chave nas mitocdndrias, como por exemplo,
induzir a biogénese mitocondrial e o controle respiratorio da mitocondria, além de
controlar a expressdo de varias enzimas do ciclo de Krebs. Portanto, o déficit na
expressdo de nNOS, apresenta uma producado reduzida de forga, assim como uma menor
adaptacdo para o exercicio, desenvolvendo um quadro de fadiga apos um certo linear de
esforco (Percival et al., 2008).
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2.3 Substratos energéticos e suas influéncias no exercicio fisico

A musculatura esquelética e o figado constituem os principais orgaos de
armazenamento de glicogénio, um polissacarideo que desempenha um importante papel
nas reservas energéticas do corpo humano. Constituindo menos de 1% do estoque
energético e, podendo ser encontrado em maiores concentragdes no figado, com até
25%. Neste caso passa a ser chamado de glicogénio hepatico. A principal funcdo do
glicogénio armazenado no figado é alimentar a necessidade energética das células
cerebrais e breves explosdes de exercicio muscular intenso (Ruggeri et al., 2013). Como
ja descrito em capitulos anteriores, 0 nosso corpo utiliza, como principal substrato
energético o carbohidrato, que é estocado em forma de glicogénio no musculo e é
rapidamente consumido durante o exercicio intenso ou moderado, sendo sua deplecao
critica associada a um quadro de fadiga (Conlee, 1987).

O pancreas é uma glandula mista do sistema digestivo e enddcrino, que produz
horménios como a insulina e glucagon, sua glandula é composta por dois tipos de tecido
que sdo os acinos e as ilhotas de Langerhans. As ilhotas de Langerhans sdo constituidas
por Vvérios tipos celulares, se destacando as células alfa, que sdo responsaveis pela
producdo do glucagon e as células beta, que produzem a insulina (lozzo et al., 2001).

O efeito mais importante da insulina é o de promover o transporte de glucose
para o interior das células, principalmente, para as células do musculo esquelético, do
tecido adiposo e do figado. O figado desempenha um importante papel na manutencédo
da glicemia do organismo (Lima-silva et al., 2007). Em individuos saudaveis, o nivel
elevado de glucose no sangue estimula a secrecdo de insulina, que por sua vez, ativa as
enzimas glicoquinase que reagem com o ion fosfato e com a enzima glicogénio sintase,
resultando na formacao do glicogénio hepatico e reduzindo o nivel de glucose sanguinea
(Arden et al., 2004).

Entretanto, quando o nivel de glucose sanguinea comega a cair, 0 glicogénio
hepatico é fragmentado, estimulado pelo horménio glucagon. Para ocorrer essa
degradacdo, o horménio glucagon ativa a enzima adenilciclase nas membranas das
células hepaticas, fazendo com que haja um aumento de AMP (monofosfato de

adenosina ciclico) que, por sua vez ativa a enzima fosforilase, promovendo por fim a
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glicogendlise classificada como degradagdo do glicogénio hepéatico em glucose (Lima-
Silva et al., 2007).

Outra forma de manutencdo da glicemia pode ser explicada pelo modo como a
glucose é produzida através do processo chamado de gliconeogénese, que contém sua
estimulacdo pelo hormonio glucagon (lozzo et al., 2001). Desse modo, como mostra a
Figura 2, a regulacdo da concentracdo de glucose no sangue, mantida pela acdo
combinada dos hormdnios pancreaticos, insulina e glucagon, regula rigidamente a
concentracdo da glicemia plasmatica basal, ao redor da concentracdo média de 80mg/dl.

Schiavo et al. (2003) referiram uma importante informacdo, de que, tanto o
muasculo quanto o figado, ao alcangarem suas capacidades méximas de estocar
glicogénio, armazenam o excesso na forma de gordura. Uma parte € sintetizada no
figado e exportada para as células adiposas na forma de lipoproteinas, como as LDL
(lipoproteina de baixa densidade), HDL (lipoproteina de alta densidade) (Schiavo et al.,
2003).

Alimento Insulina

Figado absoil
armazena e

Baixa taxa
de glicose

Estimula

Figura 2. Regulacdo da concentracdo de glucose no sangue, mantida pela acdo combinada dos horménios
pancreaticos, insulina e glucagon (Santos, 2014).

Jé& o glicogénio muscular é sustentado pela acdo da insulina que age facilitando a
captacdo e metabolizagdo da glucose (Pauli, 2009; Schiavo et al., 2003; Cersosimo,
1987). Assim o tecido muscular esquelético, por desempenhar grande consumo

energético no organismo, torna-se responsavel por aproximadamente 30% do consumo
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de energia corpOrea. Além de ser um importante 6rgdo responsavel pela captacéo,
liberacdo e estocagem de glucose (Pauli, 2009).

Devido a relacéo entre o exercicio fisico e a melhora na homeostase da glicemia,
alguns pesquisadores procuraram delinear uma relacdo entre o exercicio fisico e a
secrecdo de insulina pelas células pancreéticas.

A pesquisa de Oliveira et al. (2010), averiguou uma melhoria na capacidade de
secrecdo de insulina, que foi observada em ilhéus pancreaticos, estimuladas com alta
concentracdo de glucose, em ratos submetidos a treinamento de natacao por 8 semanas.

A liberacdo de varios hormonios atuantes durante o exercicio fisico, tais como o
glucagon, catecolaminas, cortisol e Gh, promove um aumento da circulagdo da glucose
circulante (Cersosimo, 1987). O controle da disponibilidade dos substratos energéticos
no exercicio é determinado em grande parte por ajustes hormonais, principalmente, a
diminuicdo da insulina, aumento do glucagon e das catecolaminas. A diminui¢cdo da
insulina contribui para aumentar o efeito dos hormonios contrarreguladores sobre o
figado, favorecendo a producdo de glucose. A diminui¢do da insulina, associada ao
aumento do glucagon, promove a producdo hepatica de glucose, enquanto que a acao
combinada da insulina e catecolaminas favoreca a mobilizacdo dos lipideos (Marliss et
al., 2000).

Durante o exercicio o consumo de ATP pode aumentar bruscamente, conforme a
intensidade e duracdo do esfor¢co (Hirabara, 2007). Levando-se em conta que 0O
glicogénio muscular, pela via anaerdbia, proporciona energia sem oxigénio, acaba por
contribuir com a maior parte da energia nos minutos inicias do exercicio. A medida que
0 exercicio fisico continua e as reservas de glicogénio diminuem, a glucose sanguinea
passa a constituir o principal fornecedor de energia, enquanto o catabolismo das
gorduras fornece um percentual cada vez maior da energia total (Mcardle et al., 2008).

Com o prolongamento do exercicio, as reservas de glicogénio muscular
diminuem gradualmente e, parte da energia consumida durante o esfor¢o passa a ser
fornecida pelos triglicerideos, glucose hepatica e acidos graxos livres (AGL) circulantes
no plasma (Benattil et al., 2007). Os acidos graxos livres, como o substrato energético,
sdo utilizados principalmente em exercicios mais prolongados, sendo a sua liberagédo
dependente da duracéo e intensidade do exercicio, assim como o estado nutricional do

praticante de atividade fisica. Rogatto (2001) mostrou em estudo, que ratos sedentarios
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submetidos a treino de natagdo com uma sobrecarga de 50% do peso corporal, tinham as
concentragfes dos niveis séricos de AGL muito maiores do que as obtidas no grupo
treinado.

Como ja descrito anteriormente, a insulina estimula a captacdo de glucose nos
tecidos, porém durante o exercicio, a captacdo de glucose pelos musculos é aumentada e
a liberacéo de insulina é diminuida. Essa reducdo visa evitar um estado de hipoglicemia.
A menor concentracdo de insulina, possivelmente mediada pelos receptores
adrenérgicos, favorece a mobilizacdo de glicogénio hepético e acidos graxos livres do
tecido adiposo, mantendo os niveis da glicemia normais (Powers et al., 2000).

O esforgo fisico promove ainda a liberacdo do Gh pela estimulagdo da hipofise
anterior, que inibe o consumo de glucose circulante e estimula a liberacdo de AGL pelo
figado. Este horménio também atua na secrecdo das catecolaminas, cuja fungdo é
promover a glicogenolise hepatica, assim, elevando os niveis glicémicos (Powers et al.,
2000).

A liberacdo de horménios glicocorticoides também é estimulada no exercicio,
sendo sua secrecdo dependente da quantidade de horménio adrenocorticotréfico
liberado pela hipdfise. Como ja descrito anteriormente, durante o exercicio fisico, o
cortisol estimula a producdo de glucose pelo figado, ativando a gliconeogénese, que
diminui a utilizacdo de glucose e acentua a liberacdo de glucagon pelas ilhotas
pancreaticas. Assim uma sessdo de exercicio agudo, causa um aumento nas
concentracdes de cortisol, mantendo-se elevada até mesmo ap6s o término da atividade
(Kraemer et al., 1998).

Estes dados corroboram a pesquisa de Graaf-Roeelfsema et al. (2007), descreve
que, quando um esforgo fisico chegar a uma alta intensidade baseado em seu linear,
ocorrera envolvimento do sistema nervoso autdnomo e simpatico, junto a ativagdo do
cortisol, dando inicio ao processo de gliconeogénese, inibindo assim a utilizacdo de
glucose pelos tecidos, priorizando a mobilizagcdo para o sistema nervoso central e a
permitir que, durante o exercicio, a glicemia permaneca constante. Wilmore et al.
(1994) colocam que esse efeito previne o inicio da fadiga central.

Segundo os estudos de Balarin et al. (2005) realizados em equinos foi verificado

que, apos treino de corrida, houve um aumento significativo nos valores de glucose, a
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indicar que a mobilizacdo de glucose excedeu a utilizacdo pelos musculos. Esta
elevacdo de glucose apds o exercicio indica um aumento da glicogendlise como
consequéncia do aumento sobre a demanda tecidual, embora o efeito do estresse
causado pelo exercicio seja importante para sua mobilizacdo. Rose et al. (1994)
descrevem que essa mobilizagdo de glucose € devida ao aumento da atividade
simpatica, relacionada a intensidade do exercicio e ao aumento do glucagon plasmaético.

As concentracdes elevadas de cortisol durante o exercicio podem indicar um
quadro de adaptacdo, tendo em vista o papel anti-inflamatério deste horménio, com
beneficios e prevencdo a acdo de substancias pré-inflamatoria produzidas pelo exercicio
agudo (McKeever et al., 2007).

Estes resultados sugerem a possibilidade de adaptacdo ao treinamento, pois ha
clara tendéncia para a existéncia de uma acdo na tentativa de prevenir o inicio a fadiga
central, pela manutencdo normoglicémica (Nybo, 2003). Diante destes fatos, inimeras
pesquisas vém surgindo em torno das adaptacdes metabdlicas que o exercicio fisico

promove e no modo em que interferem positivamente no metabolismo da glucose.

2.3.1 Atividade muscular e mecanismos independentes de insulina

A ciéncia tem comprovado nos Ultimos anos que o exercicio fisico tem efeito
importante nos mecanismos moleculares de captacao de glucose no musculo esquelético
por diferentes mecanismos moleculares, tanto em individuos saudaveis como nos
portadores de resisténcia a insulina. A melhora da captacdo de glucose ocorre através de
diversas vias de sinalizagdo intracelular, dentre as vias que dependem do sinal insulinico
se destaca a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-gq) (Padua, 2009). A sinalizacdo
intracelular da insulina, quando ativada ao seu receptor, fosforila varios substratos
proteicos em tirosina, incluindo substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS
(IRS-1 e IRS-2), (Carvalheira et al., 2002).

A fosforizagdo destas proteinas cria zonas de ligacdo para a proteina citosolica
PI3-g. Pauli, (2009) considera que esta proteina € uma molécula essencial para o
transporte de glucose estimulada pela insulina, pois, sua ativacdo aumenta a fosforilacéo

em serina da proteina quinase B (Akt), o que resulta na translocagdo de transportadores
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de glucose tipo 4 (GLUT-4) para a membrana celular, como mostra a Figura 3,
permitindo o transporte de glucose para o musculo e tecido adiposo, reduzindo assim a
glicemia.

Adaptac6es na via molecular e a ativacdo de proteinas intracelulares em resposta
ao exercicio potencializam a a¢do da insulina e aumenta a translocacéo de GLUT-4 para
a membrana celular (Teixeira-Lemos, 2011). Assim a capacidade do muasculo oxidar
gordura aumenta em resposta ao exercicio aerébico, um mecanismo importante o qual
melhora a sensibilidade a insulina no musculo esquelético. O aumento da translocacao
do GLUT4 para a membrana plasmética via insulina parece ocorrer em resposta a
reducdo dos estoques de glicogénio pos-exercicio (Torres-leal et al., 2009).

A capacidade do GLUT-4 dirigir-se até a superficie da célula através de um
mecanismo que ndo depende de insulina, se resume ao fato de que, musculos ativos
podem captar glucose sem insulina (Mcardle et al., 2008). Estudos ja demonstraram que
a translocacdo de GLUT-4 pode ser estimulada pela agdo contratil do mdsculo
esquelético. A atividade contratil altera o status energético das células musculares
esqueléticas e, dependendo da intensidade das contracdes pode haver diminuicdes
significantes nas concentracGes energéticas celulares, levando a uma maior ativacdo de
enzimas que atuam na translocacdo de GLUT-4 para a superficie celular (Goodyear et
al., 1998; Ribeiro, 2011).

Segundo a revisdo de Ribeiro (2011), alguns mecanismos como o0 aumento do
calcio (Ca?*) intracelular durante a atividade fisica promovem um aumento na via de
translocacéio de GLUT-4. A liberacdo de Ca** no reticulo sarcoplasmatico para produzir
contragcdo muscular é responsavel por ativar enzimas, como, proteinas quinases, que sdo

associadas com a liberacéo de GLUT-4.
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Figura 3. Via de sinalizagdo da insulina na captagdo de glucose. A insulina, ao se ligar ao seu receptor de
membrana, promove a auto fosforilagdo da sub unidade beta em residuos de tirosina e desencadeia uma
cascata de sinalizacOes, as quais convergem para as vesiculas que contém GLUT-4, promovendo o seu
transporte para a membrana celular (Pauli, 2009).

2.4 Musculos como um 6rgédo enddcrino

Durante séculos, pesquisadores investigaram qual a ligacdo entre a contracdo
muscular e alteracdes hormonais liberadas durante as atividades fisicas, além de mediar
as mudancas metabdlicas de 6rgdos, tais como: figado e tecido adiposo, chegando ao
consenso que citocinas e outros peptideos exercem efeito enddcrino classificado como
miocinas (Pedersen et al., 2007c).

Recentemente o musculo esquelético foi identificado como um 6rgéo que produz
e libera citocinas, dado que este musculo € o maior 6rgéo do corpo humano. O exercicio
produz mudancas consideraveis no sistema imune, provocando um aumento no nimero
de citocinas. No ano 2000, foram apresentados com clareza resultados que indicam que
a contracdo do musculo esquelético libera quantidades significativas de interleucina 6
(IL-6) na circulacéo sanguinea (Pedersen et al., 2007b).

Segundo Schwantner et al. (2004), a IL-6 atua como uma citocina pro-
inflamatoria, quando expressa pelo musculo esquelético resultante de contracdo
muscular ocasionada por atividade fisica, € expressa como uma miocina de propriedade
anti-inflamatoria. A IL-6 € normalmente secretada por células T e macrdfagos. Por

exemplo, durante uma infeccdo ou apds um suposto trauma, que conduza a inflamacéo,
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a expressdo de IL-6 ocorre pela producdo de macrofagos ativos e linfécitos T, tendo
assim um enorme papel na resposta inflamatdria aguda. Assim, atuam em receptores
especificos da membrana das células, estimulando a producéo de citocinas que, por fim,
estimulam o crescimento dos linfécitos B que constituem o sistema imunologico
(Schuster et al., 2013; Streetz et al., 2001).

Pesquisas apontam que de fato a IL-6 é um importante marcador metabolico
(Carey et al., 2004). A identificacdo do musculo como um 6rgdo que produz citocinas,
levou rapidamente a descoberta de que estas citocinas derivadas do musculo poderiam
explicar o importante papel na mediacdo de alteracBes metabolicas causadas pelo
exercicio (Pedersen et al., 2007a). A descoberta de que a contracdo muscular libera a
IL-6, tem gerado muito interesse cientifico, por se tratar de uma descoberta
contraditéria. Por um lado, a IL-6 é produzida e liberada no pds-exercicio, a0 mesmo
tempo em que ha acdo do pico de insulina, por outro lado, tem se associado a IL-6 com
a obesidade, responsavel por reduzir a acdo da insulina (Ostrowski et al., 1999; Fischer,
2006).

No estudo de Starkie et al. (2001) foi constatado que, durante um processo
inflamatorio, existe um forte e rapido aumento de fator de necrose tumoral (TNF), o
qual é seguido por um aumento da IL-6, porém em contraste, durante o exercicio, um
aumento na producdo de IL-6 ndo esté ligada por elevados niveis de TNF. Completando
os estudos, a revisdo de Pedersen et al. (2007¢) descreve que o musculo esquelético
expressa e libera miocinas na circulacdo sanguinea em resposta a contracdo muscular
das fibras tanto tipo I quanto tipo Il, as quais expressam IL-6. Posteriormente, a mesma
exerce seu efeito localmente, como por exemplo, pela ativacdo da AMP-quinase. A IL-6
atua de forma autdcrina ou paréacrina através do horménio Gpl30, que resulta na
ativagdo da AMP-quinase. Para aumentar a absor¢cdo de glucose e a oxidacdo das
gorduras, a IL-6 também tem a¢é@o de aumento da producao de glucose hepatica durante
0 exercicio ou da lipolise no tecido adiposo.

Células musculares esqueléticas sdo capazes de produzir IL-6 em resposta a
varios estimulos, tais como lipopolissacarideos (LSP), espécie reativa de oxigénio
(ROS), citocinas inflamatorias e a propria contracdo muscular. Os LSP e ROS em
citocinas inflamatdrias como TNF e IL-1 podem induzir a producdo de IL-6 atraves de

vias de sinalizacdo que envolvem as proteinas quinases ativadas por mitégenos (Frost et
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al., 2003). Alguns estudos apontam que o exercicio fisico regular leva a um aumento da
sintese de glicogénio, como descreve Keller et al. (2005) em consequéncia disto, um
musculo treinado ira conseguir armazenar mais glicogénio muscular. Entretanto, um
musculo destreinado durante o exercicio agudo é altamente dependente de glicogénio
como substrato. Como o treinamento leva a um aumento da oxidagéo de enzimas e uma
capacidade reforcada para oxidar gordura, se da a utilizacdo de gordura como substrato
durante o exercicio. Isto significa que um mausculo treinado utiliza menos glicogénio
durante seu trabalho, o que sugere que a IL-6 estad de algum modo relacionada com o
contetdo de glicogénio (Keller et al., 2005). A ativacdo do musculo e a expresséo de IL-
6 sdo dependentes de glicogénio, o que mostra que, em condi¢bes de baixa de
glicogénio muscular, a taxa de expressdo de IL-6 € mais rapida e, relativamente, mais
IL-6 é produzida, ao mesmo trabalho relativo em comparacdo com uma alta de
glicogénio muscular. Assim a resposta aguda da expressdo de IL-6 € maior em sujeitos
destreinados comparado com sujeitos treinados (Keller et al., 2005).

A ativacdo de AMPK (proteina quinase ativada) pode aumentar a captacdo de
glucose (Fisher et al., 2002). Estudos mostraram que o tratamento agudo de células
moleculares com IL-6 obteve aumento na captacdo de glucose basal e do transportador
de glucose GLUT4, assim a IL-6 aumenta a absorcdo de glucose estimulada pela
insulina. Conclui-se que, os efeitos da IL-6 sobre a captacdo de glucose in vitro parecem
ser mediados por ativacdo de AMPK, uma vez que obteve-se resultados contrarios em
células isentas de AMPK. (Carey et al., 2006)

Evidéncias crescentes, segundo estudos de Pedersen (2007), sugerem que 0 TNF
desempenha um papel direto na sindrome metabdlica. Pacientes com diabetes tipo 2
mostraram uma alta expressdo de TNF no musculo esquelético e no plasma (Pedersen,
2007). O TNF inibe a cascata de sinalizacdo de insulina e varias proteinas reguladoras
fundamentais, tais como o substrato do receptor de insulina e do substrato de proteina
quinase, assim o TNF desempenha um papel patogénico direto no metabolismo da
glucose, ou seja, fornece ligacdo direta de baixo grau de inflamacdo e resisténcia a
insulina (Plomgaard et al., 2005).

Em relacdo ao exercicio, a IL-6 €, tipicamente, a primeira citocina presente na
circulacédo e esta relacionada diretamente a inibicdo de TNF e IL-1, portanto a IL-6 se

relaciona com uma ac¢éo anti-inflamatoria (Fiers, 1991).
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Figura 4. Papel bioldgico da contracdo induzida pela IL-6. O musculo esquelético expressa e libera
miocinas na circulagdo sanguinea em resposta a contra¢cbes musculares das fibras tipo | e tipo 1l que
expressam IL-6. Posteriormente exerce efeitos localmente dentro do musculo, por exemplo através da
ativacdo de AMP-quinase. Assim IL-6 atua de forma autdcrina ou parécrina para sinalizar o horménio
gp130R/IL-6R e provocar a ativagdo de AMP-quinase e/ou fosfatidilinositol-3-quinase, a fim de aumentar
a absorcdo de glucose e oxidacdo das gorduras. A IL-6 é também conhecida por aumentar a glucose
hepética produzida durante o exercicio ou a lipélise no tecido adiposo. Adaptado de Pedersen et al.
(2007c).

O exercicio representa uma forma de estresse fisico que desafia a homeostase do
organismo humano. Atividades fisicas prolongadas e exaustivas tém mostrado um
aumento nas concentracdes de varias citocinas presentes na circulacdo, durante e apds a
atividade. Dentre as citocinas que sdo expressas, a IL-6 & encontrada em maior
abundancia durante o exercicio (Ostrowski et al., 1998).

Durante o exercicio prolongado, a IL-6 pode também ser liberada a partir do
cérebro, bem como dos masculos. O aumento na liberagdo de IL-6 a partir do cérebro
durante o exercicio pode ser atribuido a elevadas concentracfes de adrenalina arterial
devido ao estresse causado pela atividade fisica (Van et al., 1999). Com isso, Robson
(2003) expde em seu estudo individuos que apresentam uma baixa capacidade em seu
desempenho, incluindo varios sintomas, bem como um quadro de fadiga. Estes
individuos muitas vezes acabam por apresentar niveis elevados de citocinas.

Woods et al. (2009) tambem relata que a atividade fisica exaustiva pode causar
uma resposta inflamatdria no cérebro, assim como acontece no musculo. Com base

nesses dados, Rasmussen et al. (2011) mostrou que ratos submetidos a treino exaustivo
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sofreram grandes alteragcBes nos niveis de IL-6, MRNA e dos niveis de glicogénio,
fazendo do hipocampo uma provavel fonte da expressdo de IL-6 no cérebro. H&
especulacbes de que a liberacdo de interleucina 6 no cérebro durante a atividade fisica
pode estar de alguma forma ligada ao equilibrio entre o conteddo e consumo de energia,
havendo uma possivel relacdo entre o aumento de IL-6 cerebral decorrente de uma
atividade exaustiva e a sensacdo de fadiga expressada possivelmente pelo cérebro
(Davis et al., 1997).

No entanto, devido as funcBes pleiotropicas da IL-6, pensa-se ainda que a
producdo de um determinado nivel de IL-6 durante o exercicio moderado pode reverter
os efeitos prejudiciais inflamatérios causados pela mesma (Wu et al., 2007; Petersen et
al., 2007c). Confirmando os dados citados acima, temos o estudo de Arral et al. (2014),
que investigaram a resposta imunitaria no cérebro de ratos, apds o exercicio exaustivo
de animais treinados e sedentérios. Os dados publicados indicam um aumento da IL-6
em ambos 0s grupos apds corrida exaustiva, porém esta resposta foi mais grave no
grupo destreinado em comparacao com o grupo treinado. Ao mesmo tempo, observou-
se que os ratos com os mais altos niveis de IL-6 no cérebro apresentaram um menor

desempenho e se esgotaram muito mais rapidamente.

2.5 Processos de inflamacéo e recuperacgéo

Um processo inflamatério ocorre decorrente de uma resposta lesiva ao tecido
celular. Por exemplo, no esporte, mais de 90% das lesdes s@o causadas por estiramento,
contusdes ou laceragdes, que na maioria das vezes levam a um quadro inflamatorio, por
causarem um estiramento das miofibrilas e, consequentemente, a uma ruptura proxima a
juncdo miotendinea, rompimento dos miofilamentos, anormalidade mitocondrial e do
reticulo sarcoplasmatico, descontinuidade do sarcolema, desequilibrio hidro-eletrolitico
e necrose celular (Tidball, 1995; Fridén et al., 2001). Segundo Clarkson et al. (1995),
estes danos as fibras musculares, apds um exercicio intenso, sdo normalmente
relacionados por rupturas das linhas Z, por serem o0 ponto de contato das proteinas
contrateis. Clarkson et al. (1995) também encontraram danos ao sarcolema e as

miofibrilas apds analisarem individuos submetidos a treinamento de forga exaustiva.
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Esta resposta lesiva, a qual subsequentemente leva a um processo inflamatério,
envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares que incluem o
extravasamento de fluidos (edema), ativagdo enzimatica, migracdo celular,
sensibilizacdo e ativacdo de receptores de reparo (Jarvinen et al., 2000; Kaariainen et
al., 2000). Completando que, uma resposta inflamatdria aos tecidos corporais é
caracterizada pela movimentacdo de fluidos de proteinas plasmaticas e de leucocitos,
em direcdo ao tecido afetado (Carlson, 1983; Tidball, 1995), como mostra a figura 5,

um esquema simplificado do processo inflamatorio.
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Figura 5. Esquema simplificado do processo de inflamagéo. 1- Tecido lesado libera sinais quimicos
como histaminas e prostaglandinas que promovem a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade e também
promovem a quimiotaxia, que corresponde a atracdo de leucdcitos para a area atingida; 2- Ocorre vaso
dilatacdo, aumento da permeabilidade do vaso e diapedese (O aumento da permeabilidade e do fluxo
sanguineo consiste na saida de plasma para o intersticio, causando edema). Esse edema vai comprimir as
terminacGes nervosas, juntamente com a prostaglandina, a qual irrita essas terminagdes, ocasionando em
outro sinal, a dor. 3- Os neutrofilos fagocitam os micro-organismos e os restos de células mortas.
Adaptado de Karpinski (2014).

Os macrofagos e leucdcitos desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento do processo inflamatério, mediando inimeros fatores de regulagéo de
citosinas, como a IL-6. Alem disso, os macrofagos e neutréfilos liberam uma variedade
de substancias oxidantes, criando um estresse oxidativo, o qual promove perda dos
estoques energéticos celulares, rompimentos mitocondriais e destruicdo de membranas.
Estes fatores estimulam a producdo de uma segunda onda de produtos génicos, que
codificam enzimas com capacidade de eliminar radicais livres, com atividade de reparo

tecidual, bem como a producdo de citocinas, fatores de crescimento e de outros
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mediadores inflamatorios, como por exemplo, as protagladinas, as quais por sua vez
podem estimular a sintese de 6xido nitrico pelo endotélio vascular, causando assim
vasodilatacdo e extravasamento de mediadores inflamatdrios para os tecidos e, desta
forma, a estimular e sensibilizar os nociceptores de terminais nervosos (Goodman et al,
2010; Katz et al., 2005).

2.6 Acdes dos Anti-inflamatorios ndo-esteroidais - AINES

A acdo dos Anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) esta baseada na inibicdo
da ciclooxigenase (COX), cuja responsabilidade direta é a bioformacdo de mediadores
inflamatdrios como as protaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Almekinders, 1999;
Vane et al.,, 2003). A COX apresenta varias isoformas constituidas por enzimas
microssomais que se encontram no interior da bicamada lipidica de fosfolipidios da
membrana celular (Jouzeau et al., 1997). Porém a COX se divide em pelo menos duas
isoformas, ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenage 2 (COX-2) (Flower, 2003).

Apesar das COX-1 e COX-2 terem suas isoformas semelhantes, pode-se
verificar na figura 6, como a acdo do acido araquiddnico atua sobre a expressao da COX
tanto tipo 1 quanto tipo 2. Estas isoformas se diferenciam de modo que a COX-1 atua de
forma essencial nas células como vasos sanguineos, plaquetas, estbmago e rins,
executando importantes funcdes fisiolégicas como a citoprotecdo gastrica e acumulo de
plaquetario (Vane et al., 2003). Enquanto a COX-2 tem sua bioformacdo regulada por
citosinas como endotoxinas, interleucina 1 e 2, e TNF. Se caracterizando assim pela
expressao de células envolvidas em processos inflamatorios, tais como macrofagos e
mondcitos, sendo a principal fonte dos prostandides formados na inflamag&o, tendo sua
expressao aumentada em até 20 vezes na presenca de processo inflamatério (Mitchell et
al., 1993).

Em individuos saudaveis o musculo esquelético expressa COX-1, tanto em
repouso como em exercicio, quase exclusivamente ao nivel de transcricdo de proteinas
(Burd et al., 2010). A isoforma COX-1 existe de forma mais abundante nos musculos
esqueléticos de seres humanos em resposta ao exercicio fisico, em comparacdo a COX-

2 (Trappe et al., 2011; Burd et al., 2010). No entanto, estudos sugerem que a COX-2
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desempenha um papel fundamental na producdo de prostaglandinas dos musculos
esqueléticos em situagdo de resposta de uma lesdo muscular e, ndo necessariamente,
pelo exercicio. Em geral no masculo esquelético, a COX-2 parece ser mais sensivel a
estimulos prejudiciais, como por exemplo, dores seguidas de miopatias sépticas (Rabuel
etal., 2004).

Portanto, os AINEs podem ser classificados de acordo com sua capacidade de
inibicdo da COX, que se divide em inibidores seletivos da COX-1 e inibidores seletivos
da COX-2 (Trappe et al., 2013b; Vane et al., 2003). No entanto, recentemente foi
descoberta mais um tipo de COX, classificada como COX-3, que exerceria uma
possivel inibicdo no processo da dor e da febre por atuar no cortex cerebral, medula

espinhal e coracdo. Porém este assunto ainda ndo se encontra totalmente esclarecido.
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Figura 6. Acdo do &cido araquiddnico sobre a expressdo da COX tipo 1 e 2 (Eduardo, 2014).

2.6.1 Processo de dor e acdo do AINE Ibuprofeno

De acordo com as descricbes de Goodman et al., (2010), os farmacos anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais tém sido cada vez mais utilizados, tanto no mundo
desportivo como no cotidiano popular, pelo seu efeito analgésico sobre a dor. Esta pode
ser classificada tanto como neuropatica quanto nociceptiva, tendo sua origem por

estimulos quimicos gerados pelo processo de inflamagéo. Seus sensores de terminacdes
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nociceptivas espalhadas por todo o corpo, desde visceras e pele aos musculos, tenddes e
articulagdes, assim conduzindo a transmissdo da dor ao ganglio que emite estimulos
algicos do tecido danificado até o corno dorsal medular que, por sua vez, envia a
informacdo ao cortex cerebral (Goodman et al., 2010).

Uma possivel explicacdo para a dor como, por exemplo provocada por uma
lesdo, se da ao crescimento de neutrofilos mondcitos e macrofagos, ocorrido por volta
de 6 a 12 horas apos o referido trauma, ocasionando em um aumento da sintese da
prostaglandina, a sensibilizar os receptores nociceptivos e a proporcionar 0 agravamento
da dor (Katz et al., 2005). Uma manobra para o controle da dor tem sido frequentemente
utilizada, esta ferramenta se da pelo uso de AINES, que provoca um efeito analgésico,
desencadeando a inibi¢do da enzima cicloxigenase, responsavel pela conversédo do acido
araquidénico pela prostaglandinas (Vane et al., 2003).

O AINE Ibuprofeno € um farmaco derivado do acido propiénico ndo seletivo
que inibe a acdo da enzima COX e, consequentemente, a sintese de substancias
inflamatdrias, tais como as prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, reduzindo o
processo de inflamacdo e dor (Goodman et al., 2010), como demonstrado no esquema
da Figura 7. Sua forma de administracdo mais comum se da pela via oral, onde a
molécula é absorvida no trato gastrintestinal e o pico de concentracdo maxima gira em
torno de 2-4 horas ap6s serem atingidos os valores de pico plasmatico, no decorrer de
sua meia-vida atinge valores de 3-6 horas, podendo ter uma papel de atuacdo de até 12
horas (Morris et al., 2010; Hardman et al., 2006). Dependendo da aplicabilidade
considerada, a dose total diaria (fracionada) pode variar entre 800 a 1200 mg (Morris et
al., 2010; Hardman et al., 2006).
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Figura 7. Mecanismo de acdo do AINE Ibuprofeno. O corpo apresenta muitas respostas imunes, dentre as
quais a inflamacdo. Basicamente o resultado final das acbes desencadeadas pelas prostaglandinas de
COX-2. Por isso, principalmente a fim de cessar a inflamacao, a sintese de prostaglandinas COX-2 deve
ser evitada. Isso é exatamente como os AINEs atuam para neutralizar a inflamagdo. Adaptado de
MedicaPharm (2014).

2.6.2 Acdo do Ibuprofeno versus exercicio fisico

O exercicio fisico tem sido apontado por alguns autores como promotor de bem
estar e salde aos seus praticantes, contribuindo favoravelmente com o0s sistemas
circulatério, respiratorio, imunoldgico, entre outros e reduzindo os riscos de distarbios
relacionados ao sedentarismo (Rogatto, 2001). A pratica da atividade fisica também
pode resultar em algumas adaptacBes bioquimicas como, por exemplo, aumentar as
reservas energéticas e melhora do perfil metabolico de diversos tecidos (Powers et al.,
2000). Tais adaptagdes tém intima relacdo com a capacidade do organismo em realizar
trabalho muscular e pode representar um importante fator para o desempenho fisico
(Powers et al., 2000; MacDougall et al., 1995).

A super compensacdo do glicogénio é uma das adaptacOes induzidas pelo
treinamento fisico. Por ser uma condi¢cdo na qual ocorre rdpida mobilizacdo e
distribuicdo de substratos para a execucdo de trabalho, o exercicio fisico representa um
sério desafio as vias bioenergéticas do musculo em atividade (Rogatto, 2001). Assim, 0
tipo e a velocidade de utilizacdo do substrato para a producdo de ATP dependem da

intensidade e da duracdo do exercicio fisico praticado.
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Sabe-se que o treinamento fisico regular induz a uma série de adaptacGes
fisiologicas nos diferentes sistemas do organismo, as quais podem levar a melhora do
desempenho fisico. Uma delas é a super compensacao do glicogénio, que consiste no
aumento das concentracdes musculares e hepaticas de glicogénio, a prolongar assim o
trabalho muscular durante o exercicio, causando o retardamento da fadiga e por
consequéncia a melhora do desempenho (Cunha et al., 2005). Tendo em vista que o
exercicio € uma condicdo na qual ocorre rapida mobilizacdo e redistribuicdo de
substratos para o desempenho da atividade muscular, inimeras alteracdes nas secrecdes
hormonais e no metabolismo tornam-se necessarias para a manutencdo da homeostase
(Marliss et al., 2000).

O exercicio fisico aerébio promove diversas adaptacdes sobre o tecido cardiaco
relacionadas a sua morfologia, funcdo e metabolismo energético, aumentando a
captacdo de glucose, bem como suas reservas de glicogénio. Tais adaptacOes
possibilitam o desenvolvimento e manutengdo do trabalho muscular cardiaco durante o
exercicio fisico, contribuindo para o retardo de instalacdo do estado de fadiga (Cunha et
al., 2005; Rogatto et al., 2001; Powers et al. 2000). Porém, quando se fala de fadiga
associa-se também ao uso de AINES, uma vez que se torna preocupante o nimero de
usuarios, mais de 60 milhdes de americanos de um modo geral, a consumi-los em uma
base semanal (Weinheimer et al., 2007).

Voltado para o exercicio, uma das justificativas para o uso de AINES como
agentes ergogénicos no treinamento, encontra-se na capacidade desses medicamentos
reduzirem substancialmente a sensagdo de dor. Diante da experiéncia dolorosa
promovida pelo exercicio agudo, a dor limita o desempenho da pratica desportiva
(Amann et al., 2009). Além disso, existem evidéncias de que o efeito analgésico dos
medicamentos é capaz de alterar a sensagdo subjetiva de esfor¢o do praticante de
atividade fisica, reduzindo o desconforto promovido pelo exercicio e, possivelmente,
promovendo retardo do ponto de exaustdo causado pela fadiga muscular (Amann et al.,
2009).

O mecanismo de ac¢do pelo qual os AINEs aliviam a dor encontra-se na inibigéo
da sintese de prostaglandinas, substancias endogenas intermediarias do processo
inflamatdrio, mediante a inativagdo de duas enzimas, a cicloxigenase constitutiva

(COX-1) e a cicloxigenase indutivel (COX-2) como mencionado anteriormente
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(Alaranta et al., 2008). Uma vez que as prostaglandinas sensibilizam os nociceptores, 0s
quais passam a transmitir estimulos dolorosos de forma aumentada para o sistema
nervoso central, pode-se dizer que os AINEs tém efeito analgésico pela elevacdo do
limiar de dor do individuo, ou seja, uma quantidade maior de estimulo aos nociceptores
tem de ser desenvolvida antes que uma dor significativa seja sentida pelo sujeito
(Alaranta et al., 2008).

Existem inumeras formas de PG (protaglandina) que séo produzidas a partir do
acido araquidénico (MacDougall et al., 1995; Funk, 2001). A enzima PG sintase é uma
enzima de dupla funcédo, que converte o acido araquidénico em PGG2 e PGH2, as quais
em seguida passam a ser convertidas em uma PG especifica, como por exemplo, PGD2,
PGE2, PGF2, PGI2 (Watanabe, 2002; Smith et al., 2011).

Os niveis circulantes de PG sao tipicamente baixos, mas em resposta ao estimulo
fisico, sua producgdo pode ser aumentada em até dez vezes a cada minuto (Funk, 2001).
Os primeiros estudos relacionados com a producdo e liberacdo de PG pelo musculo
esquelético foram feitos em cées que simularam um estimulo fisico. Foi constatado que
mais de uma isoforma de PG é produzida, sugerindo pelo menos duas, as PGE2 e PGF2,
também foi notado que a sintese destas PG ocorreu durante e apds 0s exercicios e que 0
uso de inibidores COX apresentava resultados opostos (Hla et al., 1992).

Indmeras pesquisas surgiram em decorréncia destes dados, onde se acreditava
que as prostaglandinas estavam diretamente ligadas a sintese proteica do mausculo
esquelético. Rodeman et al. (1982) mostraram que a suplementacdo in vitro com acido
araquiddnico aumentava a sintese de proteina muscular, encontrando elevados niveis de
PGE2 e PGF2. Esta suplementagdo aumentou ambas PG, mas houve um maior aumento
em cerca de duas vezes mais da PGE2 em comparagdo com PGF2. Ao mesmo tempo,
outros estudos mostraram que um maior nivel de PGF2 foi produzido em musculaturas
de coelhos submetidos a treinamento aerdébio, o qual, por sua vez estimulou uma maior
sintese de proteina muscular, mesmo apos os exercicios. Estes resultados também foram
abolidos quando utilizados inibidores da COX (Palmer et al., 1983).

Mais estudos vieram com o passar dos tempos, Gibson et al. (1991) mostraram
que mulheres de meia idade com artrite reumatoide que usavam AINES como
tratamento para dor durante um periodo crénico, tiveram seus niveis de PGF2 muscular

reduzidos, subsequentemente, a taxa de proteina muscular e também o tamanho das
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fibras musculares tipo | e Il, também tiveram os seus niveis reduzidos, comparadas com
0 grupo controle. No entanto, os niveis de PGE2 das pacientes com artrite reumatoide
estavam elevados em comparacdo com a PGF2 do grupo controle.

Pacientes com artrite reumatoide, tomando Ibuprofeno (1200 mg/dia) por um
periodo de 12 semanas de treinamento de resisténcia, ndo obtiveram nenhum efeito
sobre o ganho de massa muscular, mas foi registrado aumento do ganho de forca
muscular nos individuos que consumiram AINESs. Supostamente esse efeito sobre as
funcBes musculares foi relacionado com o alivio da dor, obtido a partir do consumo da
droga (Petersen et al., 2011). Curiosamente as 12 semanas de treino sob influéncia de
Ibuprofeno, resultaram na inibicdo do aumento do numero de células satélites,
comparado com o grupo placebo (Petersen et al., 2011). Estes resultados estdo de
acordo com relatos de que drogas que inibem a COX possivelmente, estariam
interferindo com a atividade das células satélites apds o exercicio, o que é
aparentemente mediada pela COX-1 (Bondesen et al., 2006).

Ja os estudos que analisaram a influéncia de uma Unica dose de inibidores de
COX demostraram que esta ndo foi capaz de influenciar a sintese de proteinas. No
entanto, estes dados ainda carecem de mais estudos, uma vez que as proteinas
constituem cerca de 30% de todo o organismo, ndo se pode confirmar se houve
influéncia na sintese proteica (McNurlan et al., 1987).

A sintese de proteina muscular encontra-se aumentada apds exercicio de
resisténcia por até 48 horas, a liberacdo e o aumento do volume de proteina no musculo
foi classificada como base para que ocorra um quadro de hipertrofia muscular. Porém,
interferéncias, como por exemplo, farmacos AINEs ou um quadro de baixa nutricao,
alteram os beneficios do treinamento de resisténcia. Como a PGF2 é uma enzima que
regula a sintese de proteina muscular, percebeu-se que o consumo de inibidores de COX
pode interferir a sintese de proteina muscular, afetando o quadro de hipertrofia muscular
(MacDougall et al., 1995).

Entretanto, como mostraram Correa et al. (2013) em estudo a envolver um
medicamento de acdo analgésica e treino de forca, os resultados sugerem que a reducao
da dor promovida pelo Ibuprofeno parece ndo ser suficiente para promover incrementos
de performance no tipo de exercicio em questdo. Por outro lado, a inibigcdo da sintese de

prostaglandinas parece ter repercussdo negativa sobre a sintese proteica induzida por
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uma sesséo de treino de forga. 1sso porque, como descrito anteriormente, as descobertas
demonstraram que o lbuprofeno bloqueia o aumento normal da PGF2 e
consequentemente diminui a sintese de proteina muscular ap6s o exercicio de
resisténcia (Trappe et al., 2002).

Como descrito nos dados do estudo de Weinheimer et al. (2007), a enzima COX-
2 estd disponivel para a producdo de PGF2 e estimulo posterior de sintese proteica
muscular apds o exercicio de resisténcia. Assim a COX-2 pode ser inibida por farmacos
especificos ou inespecificos que inibam a acdo da COX ap0ds o exercicio, tornando a
COX-2 em musculatura esquelética sensivel ao Ibuprofeno. Também foram relatados
que o tipo de fibra muscular ndo influencia a expressdo de COX e, assim, farmacos
inespecificos que inibem a influéncia da COX podem alterar a sintese proteica muscular
(Weinheimer et al., 2007).

Em controvérsia, Trappe et al. (2011) trazem resultados de como os AINEs
Paracetamol e Ibuprofeno alteraram o0 metabolismo do mdsculo esquelético,
promovendo o crescimento de musculo suplementar por 25-50% de individuos idosos
entre 60 a 80 anos, durante um protocolo de treinamento de resisténcia. A hipotese
inicial era de que o consumo diério de farmacos COX inibiria cronicamente a producéao
de PGF2 e a subsequente estimulacdo de sintese de proteina muscular apds exercicio de
resisténcia. Porém especula-se que os inibidores de COX podem ter tido um efeito mais
forte sobre a reducdo PGEZ2, relacionado com a degradacédo de proteinas (Trappe et al.,
2011). No entanto, o verdadeiro mecanismo por tras dos efeitos das drogas sobre o
crescimento muscular € ainda desconhecido.

A fim de estudar os mecanismos do crescimento muscular e envolvimento das
protaglandinas F2, Markworth et al. (2011) sugeriram que 0s sinais quimicos liberados
por estas PG excitam a sinalizacéo relacionada com fatores de crescimento, a estimular
0 crescimento de células musculares e a sinalizagdo intracelular, juntamente com um
aumento na formacdo da COX e PGF2, fazendo com que os musculos se tornem menos
suscetiveis a uma inibicdo didria da COX e mais sensiveis a qualquer PGF2 produzida
apos o exercicio.

Outro ponto a ser relacionado com o crescimento muscular suplementar de
individuos idosos que foram induzidos a ingestdo de AINES, parece estar ligado a

baixos niveis de IL-6 circulante em comparagdo ao grupo placebo. As altas
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concentragOes circulantes de IL-6 tém sido mostradas em varios estudos associadas a
uma reducdo da massa muscular (Gonzalo et al., 2012; Schaap et al., 2009). Estudos que
visaram a infusdo aguda de IL-6 em seres humanos com 0 proposito de aumentar 0s
niveis de concentracdo plasmatica pos-exercicio mostraram a reducdo do volume de
proteina muscular em 50%, resultando em um aumento da degradacdo proteica
muscular (Van et al., 2008). Ja em estudos realizados em animais, com o propdsito de
infusdo cronica de 1L-6 para simular niveis pds-exercicio de inflamacao de baixo nivel,
demonstraram causar um retardo no crescimento e promover a atrofia muscular (Bodell
et al., 2009).

Curiosamente, a PGE2 estimula a transcricdo de IL-6 pro-inflamatéria em
células musculares ndo esqueléticas, apds uma devida lesdo, através de um fator nuclear
(NFkB), que desempenha um papel na producdo de citocinas (St-Jacquens et al., 2011).
Este mecanismo medeia uma reducdo na produgdo de PGE2 por via intramuscular
devido a inibicdo dos farmacos AINEs (St-Jacquens et al., 2011; Trappe et al., 2001;
Wang et al., 2011).

Dessa forma, as repercussdes da reducdo da sintese proteica induzida pelos
AINEs sobre as adaptagdes neuromusculares durante o treinamento de forca de
humanos, além de uma série de contraindicacbes ao uso prolongado desse tipo de

medicamento, ainda carecem de uma maior investigagéo.
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3. OBJETIVOS

O treinamento fisico induz muitas adapta¢cGes no musculo esquelético, exemplos
representativos dos quais incluem um aumento no consumo energético. Diante de tantas
exigéncias, adaptacbes bruscas levam a subsequentes sobrecargas bioenergéticas. O
Ibuprofeno é um medicamento anti-inflamatorio, ndo esteroide, que muitas vezes é
utilizado como analgésico, mas seu efeito sobre a adaptacdo do masculo esquelético e,
as reservas de glicogénio durante o treinamento, ainda ndo é claro. Em trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa foi verificado uma diminuicdo da performance
dos ratos que tiveram a toma de Ibuprofeno e submetidos a treino aerébio de 8 semanas.
Deste modo ficam duvidas se o Ibuprofeno interfere nas vias energéticas.

Obijetivo Geral

Diante das consideraces feitas acima, € objetivo deste trabalho € avaliar o efeito
do ibuprofeno nas vias energéticas. Para tal pretende-se estudar os conteddos de
glicogénio no figado e musculo dos ratos submetidos a protocolo de treino aerdbico e
toma de Ibuprofeno, avaliando a interferéncia do Ibuprofeno nas reservas de glicogénio,
e entdo relaciona-lo com os niveis plasmaticos de glucose e lactato. Pretende-se, ainda,
investigar o papel do Ibuprofeno nos niveis plasmaticos e teciduais de IL-6, uma vez

que, tal como esta descrito, esta miocina controla os niveis de glicogénio.

Obijetivos especificos:

1- Verificar os niveis de glicogénio muscular e hepatico em ratos submetidos a
treinos aerdbios sobre efeito da toma de Ibuprofeno;

2- Analisar se ha interferéncia nos niveis plasmaticos de lactato de ratos que foram
submetidos a treino aerébio com toma de Ibuprofeno;

3- Verificar os niveis séricos de Interleucina 6 em ratos que foram submetidos a

treinamento aerdbio sobre toma de Ibuprofeno.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Este estudo estd integrado num projecto mais alargado havendo uma

contribuicdo colectiva (dos investigadores envolvidos) para o trabalho comum, sem o

qual, nenhuma das dissertacGes e teses poderiam ser realizadas. Assim, no presente

trabalho, estdo assinalados com (A) os experimentos que se discutem nesta dissertacao.

Um esquema geral do trabalho desenvolvido pode ser analisado no organograma que se

segue.

Ratos
Wistar

Grupo C

—

— Grupo T

-

Grupo Tl

Grupotl —— MDA AN X X XD

ejeste de Maxima
Resisténcia

Dosagem de Glicemia e Lactato (A)

Colheita de Sangue (A)

Isolamento do Muasculo Gastrocnémio e
tecido Hepatico

Dosagem do Glicogénio Hepatico e

Muscular

Dosagemde Interleucina 6

Figura 8. Organograma experimental.
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4.2 Metodologia Comum

4.2.1 Caracterizagdo dos animais em estudo

Neste trabalho foi utilizada, como referido, uma metodologia base de
colaboracdo comum que se indicam no ponto 4.2. Assim, foram utilizados ratos Wistar
machos adultos, com dez semanas de idade e massa corporal inicial variada entre 200 a
250g. Os animais foram alojados de quatro a cinco por gaiola, com comida e &gua ad
libitum. A temperatura manteve-se controlada entre (22 £ 1 ° C) e umidade (50 + 10%),
com ciclos de 12 horas luz/escuro. Os animais do experimento foram tratados com o
maior cuidado e carinho possivel, a fim de minimizar o stress ambiental. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com a Convencdo Europeia dos Cuidados
Animais.

Os animais foram divididos em quatro grupos classificados como: grupo 1-
controle (C); grupo 2- controle mais administragdo via oral de Ibuprofeno (40 mg/kg)
(CI); grupo 3- sujeitos a treino aer6bio durante oito semanas (T); grupo 4- sujeitos a
treino aerdbio durante oito semanas mais administracdo via oral de lbuprofeno (40
mg/kg) (T1). Os animais designados ao treinamento passaram por um protocolo de 8
semanas em regime aerobio sobre uma passadeira. Nos grupos que sofreram
administracdo de Ibuprofeno foi ministrada dose diéria, durante um periodo de oito
semanas, por administracdo oral, 15 minutos antes do exercicio. Um volume de
40mg/kg dado sob a formulacdo comercial (Brufene®) dissolvida em suco de laranja,
assim como o indicado para o tratamento em humanos. Ambos 0s grupos receberam o
mesmo volume de solvente ou farmaco.

Os animais foram pesados semanalmente antes do inicio do protocolo de treino,
(balanca: Kern & Sohn GmbH, Germany, modelo CB 6 Ki).
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4.2.2 Protocolo de treinamento dos animais

Os animais foram treinados durante um periodo de oito semanas sob um
protocolo de treinamento aerobio em passadeira de acordo com o método proposto por
Fonte-Ribeiro et al. (2011). O equipamento utilizado foi uma passadeira modelo LE
8700 (Panlab SL), ligado a um sistema computadorizado e registrou todos os dados do
treino, tais como: tempo de treino, velocidade, duracdo. Antes de se iniciar 0 processo
de treinamento, todos 0s grupos passaram por um regime de adaptacdo ao equipamento,
(caminhada durante 10 minutos a 10 cm.s?).

O treinamento dos animais se iniciou a uma velocidade baixa, por um periodo
de dez minutos. Em cada semana o tempo e a velocidade foram aumentados,
obedecendo a um treinamento gradual, com aumento da velocidade, tempo e inclinacédo
da passadeira, sendo que a inclinacdo foi adicionada somente apds a sexta semana de
treino.

Os ratos do grupo C e ClI também foram submetidos a um programa de exercicio
leve (durante 0 mesmo protocolo de tempo que 0s outros grupos), em um protocolo de
10 minutos a uma velocidade de 6 cm.st., apenas para manter suas habilidades motoras
a fim de evitar interferéncias no sistema nervoso central.

Na semana seguinte ao término do protocolo de treinamento, foi aplicado um
protocolo com a finalidade de avaliar o desempenho dos niveis de condicdes fisicas dos
ratos. De acordo com a metodologia descrita por Eliakim et al. (1997) foi realizado um
teste de maxima resisténcia, que se iniciou por um aquecimento inicial de quatro
minutos de adaptacdo, com uma inclinacéo de 5°, seguido a uma velocidade de 15 cm.st
durante 4 minutos. Apos estes quatro minutos iniciais, a velocidade foi aumentada a um

ritmo de 6 cm.s! a cada novos 4 minutos até a exaustdo.

4.2.3 Obtengéo das amostras de plasma
Para o procedimento de colheita de sangue, 0s animais receberam uma anestesia

intraperitoneal de Cetamina, com uma dose de 2 ml/kg. O sangue foi retirado por

puncdo venosa a partir da veia jugular (agulha Terumo, 21G x 1°’), com uma solucdo
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anticoagulante de 100 pl de EDTA a 3%, previamente reservado na seringa. Em
seguida, 2 ml de sangue foram transferidos para tubos de polipropileno para serem
centrifugados (450G durante 10 minutos, 4 °C de temperatura) para Separar 0S
componentes do sangue e ser obtido o plasma para as supostas analises. As amostras do

soro foram armazenadas a -80 °C até o momento da analise das amostras.

4.2.4 1solamento do masculo esquelético e tecido hepatico

Na semana seguinte ao término do protocolo de oito semanas de formacdo e
tratamento, os animais foram sacrificados por overdose de Pentobarbital de Sédio. Apos
o sacrificio de todos os animais, efetuou-se a remocao do musculo gastrocnémio, tendo
sua remocao a partir da origem para a insercédo, sendo cuidadosamente dissecado a partir
do osso e de outros tecidos. Em seguida, os muasculos foram pesados e armazenados a
temperatura de -80 °C até a anélise.

De seguida, foi feita a remocdo do tecido hepatico realizada por uma
laparotomia mediana, para a dosagem de glicogénio. Os tecidos foram acomodados em
tubos de polipropileno e conservados a -80 °C até ser feita sua analise.

4.3 Metodologia especifica deste trabalho

4.3.1 Doseamento de glicogénio hepético e muscular

Apds as amostras serem retiradas do frigorifico e descongeladas a temperatura
ambiente de (22 + 1 °C), iniciou-se 0 processo de preparacdo do kit de analise de
glicogénio.

As analises de glicogénio foram feitas através de um kit comercial “Glycogen
Assay Kit ab65620” (ABcan®) baseadas no método colorimétrico. A Colorimetria é um
procedimento analitico através do qual se determina a concentracdo de espécies
quimicas mediante a absorcdo de energia radiante (luz), de acordo com a lei de

Lambert-Beer “A absorbancia ¢ proporcional a concentragdo da espécie quimica
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absorvente sendo constante o comprimento de onda, a espessura atravessada pelo feixe
luminoso e demais fatores”. Verifica-se uma relacdo linear entre absorbancia ou
densidade otica e concentracéo.

O processo de preparacdo do kit foi feito como recomendado pelo fabricante,
mantendo as amostras e 0s reagentes sob temperatura ambiente de (22 + 1 °C). As
amostras e os padrdes foram analisados em triplicado A média final foi calculada pela
média dos resultados triplicados.

Foram homogeneizados em agua ultrapura (milli-Q) 10mg de tecido hepatico
medial esquerdo e 10mg de tecido muscular medial esquerdo (Gastrocnémio) de cada
amostra. Em seguida as amostras foram centrifugados a 1300 rpm (Biofuge Pico,
Heraeus) durante cinco minutos, com o objetivo de separar 0s componentes e obter-se o
sobrenadante para andlise dos niveis de glicogénio.

Para preparacdo da curva padrdo pelo processo colorimétrico, 0 reagente
(Glicogénio Standard) foi diluido para 0,2 mg/ml adicionando10pl de (Standard) para
90ul de agua destilada, adicionando a placa as concentracdes de 0, 2, 4, 6, 8, 10ul. Para
ajustar o volume de cada poco, foi adicionado 50ul da solucdo (Hidrolise Buffer) para
gerar uma curva padrdo de concentragdo 0, 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2,0ug por poco de
reagente (Glicogénio Standard).

Apl6s preparacdo de todos os reagentes, foi adicionado 2ul do reagente
(Hidrolise Mix), com o padrdo presente na placa, e adicionado 30ul das amostras
hepéaticas e musculares. Seguinte a finalizacdo deste processo, a placa foi incubada
durante 30 minutos sob temperatura ambiente de (22 + 1 °C).

Ao término da incubacdo, foi adicionado 50l da solucéo (Reaction Mix) a todos
0S pocos e novamente a placa foi incubada durante 30 minutos em temperatura
ambiente protegida da luz.

A determinacdo da densidade oOtica foi feita com recurso de um leitor de placas

com absorbancia a 570 nm.
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4.3.2 Colheita de amostras sanguineas para analise de Lactato e Glicemia.

Em repouso e, cinco e trinta minutos apds um teste de maxima resisténcia, que
se baseou em 10 minutos de corrida em uma passadeira a 35cm.st com 5° de inclinacéo,
foi feita a colheita de sangue, pelo qual se verificou os niveis para determinagdo de
lactato (10pl) e glicemia (10ul), através de uma picada na cauda para colheita de uma
gota de sangue analisada através de um dosador de glicemia (Abbot®). O mesmo
procedimento foi adoptado para a medicdo dos niveis sanguineos de lactato, tendo-se
utilizado um método espectrofotométrico. Sendo este processo também realizado nos
grupos C e CI.

4.3.3 Doseamento de Interleucina 6 (IL-6)

Apbds descongelamento das amostras plasmaticas em temperatura ambiente de
(22 £ 1 °C) e procedeu-se a preparacdo das amostras de tecido, muscular gastrocnémio,
o qual foi homegeneizado 10mg de tecido em 200ul de soro fisiol6gico. As amostras
passaram por uma micro-centrifugadora (Biofuge Pico, Heraeus) a 1300 rpm durante
cinco minutos, a fim de se obter como resultado final um sobrenadante para efetuar as
andlises.

O doseamento de IL-6 foi realizado por um kit comercial “Rat IL-6
Immunoassay” (R&D® Systems), que se baseia no método de ELISA (Enzyme Linked
Imminosorbent Assay). A quantificagdo é feita por imunoabsorvancia, através da
ligacdo de IL-6 contida no plasma dos ratos com o anticorpo presente na microplaca.

O processo de preparagéo do kit foi feito de acordo com as recomendagdes do
fabricante, mantendo as amostras e 0s reagentes sob temperatura ambiente de (22 + 1
°C). As amostras e os padrées foram analisados em triplicado. A média final foi
calculada pela média dos resultados triplicados.

Ap0s preparagdo de todos os reagentes padréo, adicionou-se 50ul do diluente
(RD1-54) em cada pogo, em seguida foi adicionado mais 50ul das amostras a cada

poco. A microplaca foi vedada e incubada em temperatura ambiente, protegida da luz,
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durante 2 horas. Causando assim a ligacdo da IL-6 presente nas amostras com 0
anticorpo fixado na microplaca.

Apols duas horas, cada pogo da microplaca foi lavado e aspirado de forma
automatizada com tampao de lavagem, passando por um total de cinco lavagens, a
modo de remover quaisquer substancias que ndo tenham sido ligadas ao anticorpo
presente na microplaca.

Em seguida foi adicionada a cada poco 100pul da solucéo (Rat IL-6 Conjugate) e,
novamente apOs cobrir a microplaca com um novo adesivo, esta foi incubada sob
temperatura ambiente e protecdo de luz por um periodo de 2 horas. Ao término deste
tempo, foi novamente repetido o nimero de lavagens e processo de aspiragcdo, como
descrito anteriormente.

Adicionou-se em seguida 100ul da solucdo substrato a cada pogo, deixando
incubado sob protegdo da luz por mais 30 minutos. Ao final deste processo, foi
adicionado a cada po¢o 100ul de solu¢do STOP (solugdo diluida de acido cloridrico), a
fim de cessar a reacdo causada pela solucdo substrato, efetuando leve agitacdo para
assegurar que ocorra uma completa mistura.

A determinacdo da densidade ética foi feita com recurso de um leitor de placas
com absorbancia a 450 nm, com corre¢do do comprimento de onda para 540 nm.

4.3.4 Andlises Estatisticas

As anélises estatisticas entre as variaveis foram realizadas atraves do teste de
Mann-Whitney para comparacdo entre duas amostras independentes. O teste foi
escolhido tendo em consideragdo o numero de amostras, o que levou a uma anélise néo
paramétrica.

Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da media, sendo

considerado um intervalo de confianga de 95%.
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5. RESULTADQOS

Tal como referido no capitulo anterior, este estudo &€ um ramo de um projecto mais
alargado. Por esta razdo ha resultados que sdo comuns a varios trabalhos por serem a base
do raciocineo geral. Assim, a caracterizacdo da amostra € parte integrante e obrigatoria de

todos os trabalhos derivados do projeto central.

5.1 Caracterizacdo da amostra.

Experiéncias cientificas em animais tém contribuido para o desenvolvimento da
ciéncia e tecnologia, promovendo ao longo dos anos a descoberta de medidas profilaticas e
tratamentos de enfermidades que acometem os seres humanos. Os animais vém sendo
utilizados com grande frequéncia, por conta de suas caracteristicas fisioldgicas e adaptacdes
metabdlicas serem relativamente parecidas com as dos seres humanos. Como ja descrito no
capitulo de materiais e métodos, o presente estudo utilizou ratos Wistar machos, submetidos
a treinamento aerdbio com duracdo de oito semanas. Tanto no inicio do protocolo, como no
decorrer de cada semana, até o término, foi avaliada a massa corporal relativa ao
crescimento dos animais. O grafico 1 apresenta dados relativos ao aumento da massa
corporal dos animais. Podemos notar que os animais do grupo Tl apresentaram uma

reducdo do peso corporal.
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Grafico 1. Valores médios da massa corporal dos ratos durante o periodo de treino. Controlo (n=8);
Controlo com administracdo de lbuprofeno (Controlo +IBU; n=6); ratos treinados (Exercicio; n=10) e
Exercicio com administracdo de ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O ibuprofeno foi administrado por
via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg™. Os pontos representam a média dos valores e as linhas
verticais o erro da média. *p<0.05 relativo aos outros grupos; **p<0.05 relativo aos grupos controlo e
controlo+1BU (Costa, 2014).
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Ao fim do protocolo de oito semanas de treinamento, os animais desenvolveram
uma série de adaptacfes. Com o proposito de avaliar o efeito do protocolo aplicado, foi
realizado um teste de maxima resisténcia, até que atingissem a fadiga. Foi registrada a
distancia total percorrida, velocidade maxima atingida e distancia total percorrida pelos
animais.

A tabela seguinte (Tabela 1) apresenta os resultados relativos ao desempenho

fisico dos animais.

Tabela I. Teste de performance. Controlo (n=8); Controlo com administracéo de Ibuprofeno (Controlo +
IBU; n=6); Ratos treinados (Exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de Ibuprofeno (Exercicio +
IBU; n=10). O Ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg™. Os valores
representam a média + SEM da velocidade maxima atingida, distancia maxima percorrida e tempo de
teste (Costa, 2014).

Grupo Velocidade (cm/s)  Distancia (m) Tempo (min)
Controlo 14.86 + 0.68 194,71+ 21.21 49.28 £ 2.75
Controlo + IBU 12.89 + 0.59 162.60 = 13.86 48.33 + 1.66
Exercicio 19.20 + 2.99* 303.00 + 21.35* 61.00 = 8.00*
Exercicio + IBU 17.14 + 0.73* 294.00 £ 23.27* 59.29 + 2.97*

*p<0.05 relativo ao controlo e controlo + IBU.

Verificamos que o treino de oito semanas aumenta o desempenho fisico, porém
0 grupo ao qual foi administrado ibuprofeno apresenta um desempenho fisico menor

quando comparado com o grupo que apenas realizou exercicio fisico.
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5.2 Anélises de glicogénio

Apds remocdo do muasculo Gastrocnémio e tecido hepético dos animais, foram
feitas as analises dos niveis de glicogénio muscular e hepatico (como descrito na
metodologia). Deste modo, verifica-se que as concentracGes de glicogénio muscular
encontradas foram mais elevadas nos animais que passaram por treinamento aerobio sob
influéncia de Ibuprofeno, tanto em relacdo ao grupo controlo mais lbuprofeno, quanto
ao grupo gie sofreu apenas influéncia do exercicio (Grafico 2). Ja em relacdo as analises
hepéticas, o grafico 2 mostra uma aumento significativo dos grupos designados ao
treinamento.

16 p=
W Coniralo
14 = I Exercicio )
Exercico+BLU #

polg de Tecido

Figado Gastrocmemius

Gréfico 2. Concentragdes de glicogénio (ug/g) muscular e hepéatico dos animais em estudo. As barras
representam médias dos valores obtidos, enquanto as linhas verticais mostram o erro padrdo. Controle n=
8; Controle + Ibuprofeno n= 6; Exercicio n= 10; Exercicio + lbuprofeno n= 10. *p < 0,05 em rela¢do ao
controlo. **p< 0,05 em relacdo ao controlo + ibuprofeno; #*p< 0,05 em relagdo ao controlo + ibuprofeno
no musculo.
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5.3 Analise de Interleucina 6 (IL-6)

Visando um dos objetivos deste trabalho, as colheitas de sangue, assim como o
musculo gastrocnémio, foram utilizados para analises de IL-6, que foram baseadas no
método ELISA. Temos o grafico 3 mostrando uma aumento dos niveis séricos de IL-6
dos animais treinados em relacdo ao grupo controle. Aos niveis musculares, podemos
ver uma elevacdo na concentracdo de IL-6 do grupo Cl em relacdo aos demais grupos,

porém ndo significativo (grafico 3).

35 B Conirolo
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Gréfico 3. Concentracdes séricas de IL-6 (pg/ml) dos animais utilizados ao longo do experimento. As
barras representam médias dos valores obtidos, enquanto as linhas verticais mostram o erro padréo.
Controle n=8; Controle + lbuprofeno n= 6; Exercicio n= 10; Exercicio + Ibuprofeno n= 10. *p < 0,05 em
relacdo ao controlo.
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5.4 Analises dos indices Glicémicos.

Apols um teste de intensidade maxima, foram colhidas amostras sanguineas para
doseamento dos niveis glicémicos. O grafico 4 mostra um aumento dos niveis
glicémicos 5 minutos apos realizacdo do teste de méxima resisténcia nos animais do
grupo T, em relacdo ao valor basal. No entanto podemos ver que 30 minutos apds o

teste, estes valores se normalizaram, em relacéo ao valor de repouso.

180 p=

— e Exarcicio

160 =
140

100 =

so

Glicémia (mg/ml)

60 =

20 -

i 5 10 5 20 25 a0 35

Tempe (minwtas)

Grafico 4. Elevagdo do pico glicémico dos animais 5 minutos ap6s um teste de maxima resisténsia. Os
pontos apresentam a média dos animais avaliados e 0s tragos verticais indicam o erro padrdo. Exercicio n
= 10; Exercicio + Ibuprofeno n= 10.
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5.5 Analises de Lactatémia.

Ao mesmo tempo em que se realizaram as analises de glicemia, também foi feito
a dosagem dos indices de Lactato (grafico 5). Foram obtidos dados que mostram um
aumento dos niveis Lactato nos 5 minutos apos o teste dos animais do grupo TI, em

relagdo ao grupo T.
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Gréfico 5. Concentragdes séricas de Lactato (Mmol/ml) dos animais, 5 minutos ap6s o teste de maxima
resisténsia. As barras representam médias dos valores obtidos, enquanto as linhas verticais mostram o
erro padrdo. Exercicio n= 10; Exercicio + Ibuprofeno n=10. *p < 0,05 em relacéo ao exercicio.
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6. DISCUSSAO

Os resultados encontrados na realizacdo do presente estudo demonstraram que
um protocolo de treinamento fisico atua de maneira positiva sobre o organismo
exercitado, promovendo, entre outras adaptacdes benéficas, 0 aumento das reservas
energéticas, bem como uma melhoria na capacidade de o musculo armazenar mais
glicogénio. Esta adaptacéo se relaciona com o os niveis plasmaticos e musculares de IL-
6 encontrados em nosso estudo. Evidenciando uma diminuicdo dos niveis plasmaticos
do grupo T em relacdo ao seu controle, os dados vao ao encontro com as descrigcdes de
Pedersen (2009), sugerem que possivelmente, a regulacdo negativa de IL-6 plasmatica é
parcialmente contrabalancada por uma maior expressdo de IL-6R, indicando que o
exercicio induziu o aumento de IL-6 pela contracgdo muscular, bem como uma
atenuacdo de IL-6 na circulacdo, causada pelo treinamento. Porém, ainda ndo se sabe se
a expressdo de IL-6R ocorre em varios tecidos ou apenas localmente, dentro do musculo
esquelético treinado.

Sabe-se que durante o exercicio fisico, a liberacdo de IL-6 na circulacdo pode ser
aumentada em até 100x, tendo seu pico de producdo em até 30 minutos apds o
exercicio, quando a acdo da insulina é melhorada. Sabe-se também que a duracdo do
exercicio é o fator mais importante para se determinar os niveis plasmaticos de IL-6
(Fisher, 2006).

Ha especulacdes de que a IL-6 seria, parcialmente, dependente de calcineurina,
assim sendo, teria sua maior expressao por fibras do tipo | (Banzet et al., 2007;
Pedersen, 2009). Pelo fato dos animais do grupo TI, possivelmente, terem entrado em
um estado glicolitico, a menor concentragdo de IL-6 muscular pode provavelmente ser
explicada por um maior aporte de fibras glicoliticas.

A IL-6 tem sua expressdo pelo musculo esquelético e por monadcitos (Fisher,
2006; Pedersen, 2009), portanto uma intervencgédo farmacoldgica, no caso do estudo pelo
Ibuprofeno, estaria possivelmente alterando sua expressdo, por conta da inibi¢do das
prostaglandinas (Otis et al., 2005). Além de os AINEs inibirem a a¢do do complexo de
proteinas (Nk-FB), que sdo responsaveis pela transducéo de citocinas, reduzindo assim

0 aumento de IL-6 induzido pelo exercicio (Kopp et al., 1994). Outro fator a ser
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mencionado é o NO, que no masculo é um regulador chave de eventos que sinalizam a
IL-6 (Steensberg et al., 2007).

A prética de exercicio fisico regular pode levar a modificacbes da composicdo
corporal, aumentando a massa muscular e reduzindo a gordura corporal (Rogatto et al.,
2001). Analisando os resultados obtidos com relagdo ao peso corporal observamos que,
ao final do periodo experimental, os animais submetidos ao treinamento aerdbio sob
efeito de Ibuprofeno, apresentaram uma reducdo do peso corporal, assim como uma
baixa performance.

O aumento do nivel de IL-6 circulante encontrado nos animais do grupo TI,
podem ter influenciado na resposta tanto da performance fisica, quanto nas alteraces
do peso corporal. O exercicio crénico aumenta a rigidez do tendao de Aquiles, levando
a uma melhora da capacidade de suportar maiores cargas de treinamento (Brida et al.,
2013). No entanto, recentes estudos tem sugerido que medicamentos analgésicos
alteram a matriz extracelular dos tendGes durante o exercicio fisico.

Em especifico pelo estudo de Brida et al. (2013), o uso de acetaminofeno alterou
as propriedades do tenddo de Aquiles quando consumido durante exercicio. Seus
achados sugerem que a IL-6 é produzida no tenddo, em resposta ao exercicio e € um
potente estimulador da sintese de colageno no tenddo, regulando o tamanho e as
propriedades elasticas. A IL-6 €, claramente importante, para a manutencao das fungdes
normais do tenddo, ao passo que foi constatado que a area da seccdo transversal era
muito menor em ratos tratados com inibidores de IL-6 (Lin et al., 2005). Curiosamente,
a PGE2 estimula a transcricdo de IL-6 em células musculares ndo esquelética. Através
de um fator nuclear (NF-b) este mecanismo medeia uma reducéo na producao de PGE2
por via intramuscular, devido a inibicdo dos farmacos AINEs (St-Jacquens et al., 2011;
Trappe et al., 2001; Wang et al., 2011).

Acrescentando, os estudos de Van et al. (2008) mostraram que a infusdo aguda
de IL-6 em seres humanos, com o proposito de aumentar os niveis de concentracdo
plasmatica pds-exercicio, reduz o volume de proteina muscular em 50%, resultando em
um aumento da degradacéo proteica muscular. J& em estudos realizados em animais, a
infusdo croénica de IL-6 para simular niveis pos-exercicio de inflamacgdo de baixo nivel

retarda o crescimento e promove a atrofia muscular (Bodell et al., 2009).
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Um dos fatores que poderia também ter influenciado a performance dos animais
possivelmente estd ligada a atividade fisica exaustiva, que pode causar uma resposta
inflamatdria no cérebro, assim como no musculo, pela alta liberacao de IL-6 (Woods et
al.,, 2009). Com base nesses dados, Rasmussen et al. (2011) mostrou que ratos
submetidos a treino exaustivo tinham grandes alteraces nos niveis de IL-6, mMRNA, e
dos niveis de glicogénio, fazendo do hipocampo uma provével fonte da expresséo de IL-
6 no cérebro.

Confirmando os dados citados acima, temos a pesquisa de Arral et al. (2014) que
investigaram a resposta imunitéria no cérebro de ratos sedentérios e treinados, apds
exercicio exaustivo. Os dados publicados indicam um aumento de IL-6 em ambos os
grupos apos corrida exaustiva, poréem esta resposta foi mais grave no grupo destreinado
em comparagao com o grupo treinado. Ao mesmo tempo, observou-se que 0s ratos com
0s mais altos niveis de IL-6 no cérebro apresentavam um menor desempenho e se
esgotavam muito mais rapidamente. Um aumento dos niveis de IL-6 no cérebro pode
desencadear a sensacdo de fadiga durante exercicio prolongado (Davis et al., 1997).

Como descrito na literatura, sabemos que a ativacdo do musculo e a expressdo
de IL-6 séo dependentes de glicogénio. Portanto em condicOes de baixa de glicogénio
muscular, a taxa de expressdao de IL-6 € mais réapida e, relativamente mais IL-6 é
produzido, ao mesmo trabalho relativo em comparacdo com uma alta de glicogénio
muscular (Keller et al., 2005). Juntando esta descricdo ao conhecimento dos efeitos
secundarios do mecanismo de acdo do AINE lIbuprofeno, que alivia a dor pela inibicdo
da sintese de prostaglandinas (Alaranta et al., 2008), causando assim uma interferéncia
na sintese de proteina muscular, pela inibicdo das prostaglandinas e subsequentemente
da cicloxigenase 2 (Trappe 2002).

Pesquisas demonstraram que o lbuprofeno bloqueia 0 aumento normal da PGF2
e a sintese de proteina muscular apds o exercicio de resisténcia (Rodemann et al., 1982;
Trappe et al., 2013b). Os estudos de Weinheimer et al. (2007) sugerem dados de que a
enzima COX-2 esté disponivel para a producdo de PGF2 e estimulo posterior de sintese
proteica muscular ap6s o exercicio de resisténcia. Assim, a COX-2 pode ser inibida por
farmacos que inibem COX, inespecificas e especificas apds o exercicio, tornando a
COX-2 em musculatura esquelética sensivel ao Ibuprofeno. Também foram relatados

que o tipo de fibra muscular ndo influencia a expressdo de COX e, assim, inespecificas
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drogas que inibem a influéncia da COX podem alterar a sintese proteica muscular
(Weinheimer et al., 2007). Estas colocagfes levantam a hipétese de que o Ibuprofeno
estaria interferindo em alguma das reservas energéticas do corpo humano, uma vez que,
nos estudos dos animais do grupo TI apresentaram um baixo desempenho.

As anélises dos indices glicémicos do grupo TI, comparados ao grupo T,
mostraram-se alteradas nos 5 primeiros minutos apds o teste de resisténcia maxima, se
estabilizando 30 minutos apds o teste (grafico 4). Este mecanismo possivelmente esta
associado a uma defesa do organismo, onde 0s animais entraram em um estado de
gliconeogénese (Rogatto et al., 2001). Respostas hiperglicémicas possivelmente estéo
relacionadas com o aumento da atividade simpética, com consequente aumento da
atividade glicogenolitica muscular e hepatica. Mecanismos envolvidos com a
gliconeogénese também podem contribuir com o incremento da disponibilidade
glicémica, em funcdo de elevacBes na secrecdo de horménios glicocorticdides. A
estimulagdo simpatica decorrente da realizagdo aguda do esfor¢o pode ter resultado na
inibicdo da liberacdo insulinica, o que somado ao aumento da secre¢do dos hormdnios
contrarregulatorios contribuiu com a elevacdo da glicemia (Peres et al., 1998; Rogatto,
2001; Balarin et al., 2005; Graaf-Roeelfsema et al., 2007).

Devido ao fato da insulina estimular a captagéo de glucose nos tecidos, durante o
exercicio fisico, a captacdo de glucose pelos muasculos é aumentada e a liberagdo de
insulina é diminuida (Powers et al. 2000). Essa reducdo visa evitar um estado de
hipoglicemia. A menor concentracdo de insulina possivelmente mediada pelos
receptores adrenérgicos favorece a mobilizacdo de glicogénio hepético e acidos graxos
livres do tecido adiposo, mantendo os niveis glicémicos normais (Powers et al., 2000;
Thompson et al., 2001; McKeever et al., 2007). Além de promover a liberagdo de Gh
pela estimulacdo da hipofise anterior, que inibe o consumo de glucose circulante e
estimula a liberacéo de acidos graxos livres pelo figado. Este horménio também atua na
secrecdo das catecolaminas, cuja funcdo é promover a glicogenolise hepatica, assim,
elevando os niveis glicémicos (Powers et al., 2000).

De acordo com os resultados obtidos, houve um pequeno declinio das reservas
hepaticas dos animais do grupo TI (grafico 2), porém, era de se esperar que as reservas
energéticas musculares se apresentassem alteradas com declinio. Uma vez que, este tipo

de comportamento metabdlico tem sido, frequentemente, observado em varios estudos
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que utilizam diferentes formas de atividade fisica, tal como, durante o exercicio aerdbio,
as reservas de glicogénio muscular sdo utilizadas nos primeiros minutos de atividade e,
a medida que o exercicio prossegue, ha reducdo na utilizacdo do glicogénio com
aumento concomitante na utilizacao das gorduras (Coyle 1997; Rogato et al., 2001). Ao
comparar os niveis de glicogénio muscular com os altos niveis obtidos de lactato
sanguineo (grafico 5), chegamos a hipdtese de que os animais submetidos a treinamento
aerobio sob efeito de Ibuprofeno provavelmente entraram em um estado glicolitico,
caracterizado por predominancia do metabolismo anaerobio. Possivelmente este tera
sido o fator que levou estes animais a apresentarem um baixo desempenho durante o
teste de maxima resisténcia. Vale ressaltar que este é o primeiro estudo a descrever estas
alteracdes metabolicas causadas pela ingestdo do AINE Ibuprofeno, tomado de forma
crbnica, sob efeito de um protocolo de exercicio aerébio.

Quando o consumo de glucose ocorre de forma brusca, por conta de uma alta
demanda de oxigénio para se obter energia mais rapidamente sob um processo
anaerdbio, esta ocorréncia desequilibra o sistema de producdo e utilizacdo de lactato.
Uma vez que a alta taxa de glicélise aumenta a propor¢do na concentracdo plasmatica
de lactato e as células hepaticas ndo conseguem realizar a gliconeogénese na mesma
velocidade em que é produzida, ocorre assim o acUmulo de lactato (Jacobs, 1981;
Bonen, 2000; Foss et al., 2002; Nelson, 2002; Costa et al., 2006).

De forma alternativa, Robergs et al. (2004) tém proposto que por conta de
multiplos fatores bioquimicos na mitocondria, esta ndo seria capaz de oxidar todos 0s
piruvatos que sdo produzidos durante o esforco intenso, 0 que resultaria na sua
conversdo em lactato, pela enzima lactato desidrogenase.

Ao falar de eventos bioquimicos e de mitocdndrias, levantamos algumas
hipoteses que podem ter desencadeado as alteragdes metabolicas apresentadas no devido
estudo. N&o pode-se deixar de citar a influéncia do 6xido nitrico, mesmo este ndo tendo
sido um fator de anélise do estudo, acredita-se que o NO poderia ter um papel influente
sobre o desempenho dos animais. Sustentando esta hipétese, a pesquisa de De Palma et
al. (2014) documenta que, apds privarem a sintese de nNNOS em ratos submetidos a
treino em passadeira, encontraram sérias alteracdes nas estruturas bioenergéticas das
mitocondrias dos musculos esqueléticos, enquanto comparados com os musculos em

descanso, notando também wuma reducdo na massa muscular dos mesmos.
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Estabelecendo-se que um déficit na sinalizagdo de Oxido nitrico causa alteracBes
mitocondriais e deficiéncias no musculo esquelético. Assim se coloca que o NO
apresenta varias funcGes chave nas mitocondrias, como por exemplo, induzir a
biogénese mitocondrial e controle respiratorio da mitocéndria, alem de controlar a
expressdo de varias enzimas do ciclo de Krebs.

Portanto, um déficit na expressdo de nNOS apresenta uma producéo reduzida de
forca, assim como uma menor adaptacdo para o exercicio, desenvolvendo um quadro de
fadiga apds um certo linear de esforco (Percival et al., 2008). Colocando que uma
alteracdo no sistema de NO leva ao comprometimento da fungdo muscular durante o
exercicio. De Palma et al. (2014), também descreveram que os musculos esqueléticos
dos animais analisados em auséncia de nNOS sdo menores em relacdo ao resto do
corpo, indicando que a reducdo da massa muscular ndo foi apenas atribuida a uma
diminuicdo do tecido adiposo e, provavelmente, devido a uma reducdo especifica no
tamanho das fibras musculares.

Estes resultados vao ao encontro com os estudos de Percival et al. (2008), relata
que um déficit de NNOS na musculatura tibial anterior de ratos Wistar apresentam uma
producdo reduzida de forca e dificuldade para desenvolver adaptacdes, levando a
profunda fadiga. Mostrando claramente que alteracfes do sistema NO prejudicam,
significativamente, o crescimento da fibra muscular, resultando em um déficit de forga
muscular e da capacidade de sustentar o exercicio prolongado (Chao et al., 1998).

Ainda um dos fatores especificos que podemos relacionar ao déficit de NO, se
da pelo uso do AINE Ibuprofeno, demonstrado por Trappe et al. (2001). Estudos em
humanos com a ingestdo de Ibuprofeno demonstram a atividade de COX-2 e PGF2 em
estimular a sintese de proteinas no musculo esquelético apds exercicio excéntrico. O
oxido nitrico regula a expressao de COX-2 em varios tipos celulares, como macréfagos,
assim a liberacdo de mediadores da via COX se torna dependente da atividade da sintese
de 6xido nitrico (Cossu et al., 2014).

Soltow et al. (2006) ao avaliarem a interferéncia do Ibuprofeno sobre a
hipertrofia muscular de ratos submetidos a treino de resisténcia, notaram um retardo no
desenvolvimento hipertréfico, sugerindo em seu estudo que o Ibuprofeno possivelmente
estaria alterando a sintese de 6xido nitrico, uma vez que, a sintese de COX-2 é regulada

pela NOS. Sustentando essas informacdes, temos a identificacdo da via COX-2 sendo
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necessaria para que ocorra regeneragdo muscular, seja apds um exercicio ou decorrente
de uma les&o, como também, o envolvimento da sintese de 6xido nitrico no processo de
desenvolvimento muscular.

Portanto, um blogueio na acéo da via COX-2 leva a uma diminui¢édo da ativacao
de células satélites, assim como a uma diminuicdo da proliferacdo de mioblastos
(Bondesen et al., 2004; Mendias et al., 2004; Trappe et al., 2013a). Estabelecendo uma
relacdo entre a sintese de 6xido nitrico e a acdo da COX-2, o NO também é conhecido
por estar envolvido na ativacdo de células satélites e, por sequéncia, as células satélites
sofrem influéncia da expressdo da via COX-2 (Anderson et al., 2002; Mendias et al.,
2004; Otis et al., 2005).

Ainda foi especulada a hipotese de que disfungdes da parte gastrica estariam a
desencadear uma acidose lactica, pois concentracdes de lactato podem ser um indicador
de necrose gastrica (Simpson, 2010). No entanto, existem dados ndo publicados pela
equipe de pesquisa que delineou este estudo a descartar esta hipotese, pois 0s ratos que
sofreram administracdo de Ibuprofeno ndo apresentaram quaisquer alteracdes da parte
gastrica. Porém, ndo foi realizado um Hemograma para se avaliar 0s niveis de
globulinas dos animais. E evidente que déficits de ferro provocam alteracdes da
capacidade de desenvolver trabalho fisico. Assim, uma possivel redugdo na
concentracdo de hemoglobina alteraria o transporte de oxigénio (Miller et al., 1983;
Swearingen, 1986; Buzina et al., 1982).

Vaérias pesquisas mostram que o déficit de ferro pode alterar o desempenho de
uma devida atividade fisica, apoiando o fato de que esta alteracdo pode modificar a
capacidade oxidativa muscular, desviando a producdo de energia para a via anaerobia,
com acumulo de lactato, além de se produzir uma reducdo na concentragdo de
hemoglobina muscular e das enzimas mitocondriais, tais como a
nicotinadeninadinucleotideo (NADH) (Swearingen, 1986; Weaver et al., 1992; Mateo et
al., 2000).

Fromenty et al. (1993), analisaram varios compostos farmacéuticos, entre eles,
enantiémeros de lbuprofeno. Ambos os compostos analisados mostraram ter um efeito
secundario no ciclo de Krebs, causando uma diminuicdo na formagdo de NADH.
Curiosamente, estes farmacos estariam alterando a fosforilagdo oxidativa, inibindo a

cadeia respiratoria mitocondrial e levando a uma degradacéo na formacéo de ATP.
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A Ultima hipotese deste estudo se baseou em o Ibuprofeno causar possiveis
alteragBes na membrana das celulas musculares, causando modificagbes das enzimas
que convertem glicogénio. Durante o exercicio fisico, as células musculares recebem
glucose principalmente pelo transportador GLUT-4 (Mcardle et al., 2008). Ao
considerar que alteracbes do GLUT-4 em tecido muscular esquelético e adiposo sao
fundamentais na sensibilidade tecidual a insulina, o controle preciso da expressdo dos
genes que codificam as diferentes isoformas de proteinas transportadoras de glucose €
de suma importancia para a regulacdo da homeostase intra e extracelular da glucose.
(Pauli, 2009; Mcardle et al., 2008).
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7. CONCLUSAO

Os efeitos benéficos do exercicio sdo conhecidos por ocorrerem gradualmente e
estes incluem efeitos positivos em longo prazo, tanto de saude fisica quanto mental.
Além disso, um programa de exercicios regulares contribui para a ativacdo controlada
do sistema imunoldgico e sistema nervoso central, bem como nos tecidos periféricos.
Este controle é especialmente importante para nos proteger contra efeitos prejudiciais da
ativacdo exagerada do proprio sistema. O presente estudo mostrou que o exercicio fisico
promove diversas adaptacGes benéficas ao corpo humano, apresentando uma melhora
nas reservas energéticas, na expressao e regulacao da IL-6, além de uma promocgédo nas
capacidades aerdbias.

Com base nos dados descritos, ao uso de AINEs, em especifico o Ibuprofeno,
tomado de forma crénica, dentre os diversos efeitos secundarios, acrescenta-se ainda 0s
resultados deste estudo a sugerir que este farmaco estaria supostamente alterando o
metabolismo dos animais submetidos a treino aerdbio. O qual causaria um estado ndo
oxidativo, caracterizado por predominancia do metabolismo anaerobio, levando o0s
animais a apresentarem um baixo desempenho fisico, com fadiga precoce,
possivelmente pelo elevado acimulo de lactato.

No entanto, ainda ndo se sabe qual a causa deste evento. Acredita-se que, por
conta de possiveis alteracfes nas estruturas bioenergéticas das mitocéndrias, estas nao
seriam capazes de exercer corretamente sua funcdo e, possivelmente, esta alteracdo
estaria ligada a perturbacGes causadas na sintese de 6xido nitrico, por conta da ingestdo
de Ibuprofeno. Como também possiveis modificacdes das membranas celulares do
musculo esquelético, poderiam causar defeitos nas enzimas que captam e convertem
glicogénio, assim como GLUT-4.

Vale resaltar que este estudo foi o primeiro a abordar este tipo de resultado e
acredita-se que estes dados irdo beneficiar futuras pesquisas. Porém, estas informacdes
ainda carecem de mais estudos para a confirmacdo de quais mecanismos estdo a
desencadear esta resposta. Sendo necessarias para futuros estudos, a realizacdo de
andlises sanguineas para se avaliar os niveis de ferro, andlises de Oxido nitrico e

possiveis alteracdes nas membranas celulares, como é o caso do GLUT-4.
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