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RESUMO

Este estudo teve por objetivo analisar o perfil da citocina IL-6 plasmética, ap6s um
exercicio de forca, realizado por individuos jovens treinados e nao treinados. Foram
estudados 18 voluntarios divididos em dois grupos: grupo treinado (n=9) e grupo néo
treinado (n=9), que realizaram uma sessao de treinamento de forca no leg press,
extensor de joelhos sentado e flexor de joelhos, nesta ordem. As normativas de
carga utilizadas foram baseadas no teste de 1RM (Repeticdo Maxima) e consistiram
em 4 séries de 8-10 repeticbes a 65% de 1RM, com uma pausa de 90s entre as
séries e duracdo da repeticdo de 5 segundos, sendo 2 segundos para a acao
concéntrica e 3 segundos para a acao excéntrica, além disso também foi realizada
uma avaliacao fisica inicial para caracterizacdo da amostra (massa corporal, estatura
e gordura corporal). Foram realizadas coletas de sangue venoso antes e duas horas
apos o exercicio para analise da concentracdo plasmética, via ELISA, e da
expressao génica de IL-6 em PBMC por meio da técnica de RT-gPCR. Foi realizado
teste de t Student para comparacdo das caracteristicas da amostra e teste ndo
paramétrico Kruskall Wallis para os demais parametros (p<0,05). Observou-se
diferenca estatistica significativa somente para a gordura corporal, sendo menor no
grupo treinado. Conclui-se que o treinamento proposto e os diferentes niveis de
aptidao fisica, ndo influenciaram no perfil plasmatico e na expressdo génica da

citocina IL-6.

Palavras-chave: IL-6, inflamacé&o, citocina, resposta inflamatoria, exercicio de forca.



ABSTRACT

This study aimed to analyze the plasma IL-6 cytokine profile after a strength exercise
performed by trained and untrained young individuals. We studied 18 volunteers
divided into two groups: a trained group (n = 9) and an untrained group (n = 9), who
underwent a leg press, knee extensor sitting and knee flexor training session, in that
order. The loading regulations used were based on the 1RM (Maximum Repetition)
test and consisted of 4 sets of 8-10 repetitions at 65% of 1RM, with a pause of 90s
between sets and repetition duration of 5 seconds, being 2 seconds for concentric
action and 3 seconds for eccentric action. In addition, an initial physical evaluation
was also performed to characterize the sample (body mass, height and body fat).
Venous blood samples were collected before and two hours after exercise for
analysis of plasma concentration, via ELISA, and IL-6 gene expression in PBMC
using the RT-gPCR technique. Student t test was performed to compare the
characteristics of the sample and nonparametric Kruskall Wallis test for the other
parameters (p<0.05). A significant statistical difference was observed only for body
fat, being lower in the trained group. It was concluded that the proposed training and
the different levels of physical fithess did not influence the plasma profile and the
gene expression of IL-6 cytokine.

Key-words: IL-6, inflammation, cytokine, inflammatory response, strength exercise.
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1 Introducéao

1.1 Exercicio fisico

Sabe-se que o exercicio fisico representa um desafio a homeostase corporal, 0
qual influencia diretamente nos diversos mecanismos que colaboram com a
manutencdo da condicdo estavel e adequada para o seu funcionamento. Dentre
estes mecanismos se destaca o sistema imunoldgico, que além de ser responsavel
por eliminar substancias estranhas do corpo, infecciosas ou nao, também participa
do controle da homeostase desde os processos embriogénicos (ABBAS, LICHTMAN
e POBER, 2003; HEADLAND e NORLING, 2015).

A importancia da pratica regular e sistematizada do exercicio fisico ja se encontra
estabelecida de forma objetiva na literatura, principalmente a sua relacdo com a
manutencdo e recuperacdo da saude (WERNBOM et al.,, 2007; MARTIN et al.,
2008). J& existem evidéncias epidemiolégicas de que o exercicio fisico regular
aumentaria a resisténcia as infeccdes, sendo assim, pode-se argumentar que o
estilo de vida fisicamente ativo atuaria como um protetor contra enfermidades
(PEDERSEN e FEBBRAIO, 2012). Entretanto, os resultados da sua pratica regular e
suas consequéncias para a saude estdo diretamente associados ao objetivo
principal do treinamento e consequentemente ao tipo de exercicio realizado, seja 0
exercicio de equilibrio, coordenacdo motora, exercicio de forca e resisténcia
(SCHOENFELD et al., 2017). Ressalta-se que, além do tipo de exercicio, as
normativas de carga de treinamento, tais como volume, a intensidade, a frequéncia,
a duracdo do exercicio e a densidade sdo varidveis que proporcionardo as
adaptacdes biolégicas que determinardo quaisquer beneficios (WERNBOM et al.,
2007; MARTIN et al., 2008).
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1.2 Exercicio de forca

Segundo Bloomer et al. (2006) e Cardoso et al. (2012) os exercicios de for¢ca sao
fundamentais para qualquer tipo de treinamento fisico, sendo eles voltados para a
saude, estética ou aprimoramento do desempenho esportivo.

A capacidade motora forca se manifesta no ser humano basicamente de duas
formas, sendo elas, a forca rapida e a resisténcia de forca (CHAGAS e LIMA, 2011).
Estes autores ainda colocam que a for¢a rapida € caracterizada pela capacidade de
produzir o maior impulso possivel no tempo disponivel, a partir do sistema
neuromuscular, sendo composta pelas componentes de forca maxima e forca
explosiva. Ja a resisténcia de forca, € denominada como a capacidade de produzir o
maior somatério de impulsos possiveis, através do sistema neuromuscular.

Estudos indicam que o treinamento de for¢a é eficaz no desenvolvimento de
algumas capacidades funcionais (ACSM, 2000), produz adaptacBes neurais
(ENOKA, 1997; MAIOR e ALVES, 2003), além da hipertrofia muscular esquelética,
uma das adaptacbes mais desejadas com este tipo de treinamento (ACSM, 2000;
POLLOCK et al., 2000; FLETCHER et al., 2001). Schuenke et al. (2012) pontuam
gue a capacidade motora forgca se apresenta como o melhor meio de impulsionar a
hipertrofia muscular esquelética. Tais adaptacbes dependerdo da combinacéo
adequada das cargas de treinamento (WERNBOM, AUGUSTSSON e THOMEE,
2007; MARTIN, CARL e LEHNERTZ, 2008; SCHOENFELD, OGBORN e KRIEGER,
2015), como o peso a ser utilizado, o niumero de séries e repeti¢cdes, a organizacado
dos tipos de exercicios definidos, a pausa e a frequéncia do treinamento
(KRAEMER; RATAMESS, 2004).

Sabe-se que o exercicio de forca proporciona estimulos para que a hipertrofia
muscular esquelética ocorra, porém, ainda ndo se sabe ao certo seu mecanismo e
quais os fatores responsaveis pela modulacdo destes mecanismos. Estudos ja
indicam que a resposta inflamatoria influencia na hipertrofia muscular (SCHUENKE
et al.,, 2012; WAKAHARA et al., 2012; SCHOENFELD, 2013; OZAKI et al., 2015),
mas pouco se sabe sobre os biomarcadores inflamatérios que séo liberados nessas
condicoes. Além disso, sabe-se que o nivel de aptidéo fisica, devido as adaptacdes

provocadas pelo treinamento, influencia em alguns comportamentos e respostas
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durante o0 exercicio, como por exemplo, em respostas termorregulatérias,
metabdlicas e inflamatéria (KYCHOWSKA, 2018). Ao se estudar as repostas
inflamatorias ao exercicio de forca, pouco se sabe sobre o seu perfil, devido a
variedade de protocolos existentes para a realizacdo dos exercicios (IZQUIERDO,
2009; FEBRAIO et al., 2012 e DEYHLE et al., 2016) e menos ainda se o nivel de
aptidao influenciara neste perfil.

1.3 Inflamacéo e exercicio de forga

A aplicacdo de sobrecargas necessarias para gerar adaptacdes esperadas ao
treinamento pode levar ao desenvolvimento de microtraumas de graus variados no
sistema esquelético, tecido conectivo e articulacbes (CORMIE et al., 2011;
CONCEICAO et al., 2012, CHAZAUD, 2015). Esses microtraumas sdo considerados
como danos temporarios e reparaveis, porque resultam em uma resposta
inflamatoéria aguda orquestrada, dentre outras células, por neutréfilos e macréfagos
(NUNES-SILVA et al., 2014). Ou seja, 0s microtraumas desencadeiam uma resposta
inflamatdria que exerce a funcéo de limpeza, reparo e desenvolvimento dos tecidos
danificados (SMITH, 2000; ZHANG et al., 2013; NUNES-SILVA et al., 2014).

Chazaud (2015) afirma que a inflamacédo decorrente do exercicio fisico nao
deve ser considerada como um processo NOocivo e sim como um processo dindmico
de etapas sequenciais a fim de serem totalmente eficazes na recuperacgao do tecido
muscular danificado. Desse modo, em se tratando do treinamento fisico regular e
sistematizado, a inflamacdo deve ser considerado um processo necessario e
benéfico que em conjunto com outros mecanismos, seria responsavel pela
regeneracdo e reparo das estruturas modificadas (SILVA e MACEDO, 2011,
CHAZAUD, 2015).

Todo esse processo inflamatorio propicia a liberagdo de citocinas, que sao
moléculas protéicas responsaveis por enviar sinais estimulatorios, modulatorios ou
inibitérios para as diferentes células do sistema imunolégico (VARELLA e FORTE,
2001). Estas por sua vez, podem ser sintetizadas e liberadas pelas células do

sistema imune, células endoteliais e uma variedade de células residentes teciduais
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(ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003). Recentemente, as citocinas, além do
controle das respostas inflamatérias, também tiveram suas acdes associadas aos
mecanismos de hipertrofia muscular (HAMON et al., 2010; JAJTNER et al., 2014).

Peake et al. (2005) afirmam que o perfil responsivo das citocinas quando
relacionado ao exercicio de forca est4 associado a duracao, intensidade e outros
fatores fisiologicos, relacionados ao estresse, como a resposta enddcrina, acidose
metabdlica, estresse oxidativo, além da lesdo muscular provocada pelo treinamento
(YARROW et al., 2007; IZQUIERDO, 2009).

As citocinas podem ter atividade pro-inflamatoria (IL-1, TNF, IFN-g e IL-6) e
regulatoria (IL-6, IL-10 e IL-1ra) modulando, além da inflamacéo, a ativacdo de vias
energéticas (PETERSEN e PEDERSEN, 2005; KRAEMER et al., 2014). As células
inflamatorias que proporciona o reparo/cura da lesdo induzida no tecido muscular
em decorréncia do exercicio fisico sdo ativadas por meio da acdo das citocinas
(SMITH, 2000; SILVA e MACEDO, 2011).

1.4 Interleucina 6 (IL-6)

Segundo os achados de Penkowa et al. (2003); Hiscock et al. (2004);
Pedersen e Febraio, (2012), a IL-6 foi a primeira citocina identificada como sendo
produzida, também, pelo tecido muscular, em resposta a contracdo do musculo
esquelético. Foi observado que quanto maior a massa muscular envolvida e a
duracdo do exercicio, proporcional ser4 a concentragdo plasméatica dessa citocina,
chegando a até 100 vezes mais, em comparacdo aos nhiveis de repouso (WELC e
CLANTON, 2013). Pedersen e Fischer (2007) afirmam que a carga de trabalho,
assim como a contracdo do musculo esquelético durante o esforco fisico sao
parametros que induzem a expressdo da IL-6, porém sua associacdo com a
hipertrofia era desconhecida.

A IL-6 medeia alguns dos efeitos regulatorios da inflamacao provocadas pelo
exercicio, pois inibe a producdo de TNF e, estimula a liberagdo de outras citocinas
regulatérias, como IL-1ra e IL-10, além de participar no processo de hipertrofia
muscular esquelética (SERRANO et al.,, 2008; PEDERSEN e FEBBRAIO, 2012;
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ZHANG et al., 2013). Um estudo de Serrano et al. (2008) mostrou que a IL-6 € uma
citocina reguladora essencial para a hipertrofia muscular esquelética, mediada por
células satélites. Os resultados do estudo demonstraram que a expressao desta
citocina induz o crescimento de miofibrilas, controlando também a proliferacédo e
migracao das células satélites.

As células satélites sdo pequenas células mononucleares que estao
envolvidas na regeneracdo e reparo do dano local nas fibras musculares. Elas se
localizam de maneira estratégica entre a lamina basal e o sarcolema da fibra,
mantendo-se mitoticamente quiescente. Porém, se acionadas, sdo capazes de se
proliferarem ou ativar processos miogénicos para hipertrofia e hiperplasia de
miofibrilas (FERNANDES et al., 2008).

Toth et al. (2011) obtiveram resultados significativos, mostrando que a IL-6
seria uma importante citocina reguladora para a proliferacdo de células satélites
apos um dano muscular, por meio da regulacdo positiva da via de sinalizacdo
STAT3, sendo esta observada em sua grande maioria em ceélulas satélites e em
grande concentracdo pelo menos 1 hora apds o dano muscular.

Em um estudo com mulheres idosas com treinamento de forca em baixa
intensidade, Ogawa et al. (2010) ndo encontraram diferencas significativas nos
niveis plasmaticos da IL-6, como adaptacdo ao treinamento. Ja Kraemer et al.
(2014) obtiveram dados consideraveis com o treinamento de forca em homens
saudaveis, que apontam o aumento dos niveis de IL-6 no plasma.

Gao et al. (2017) citam que em condi¢des fisioldgicas, algumas citocinas
incluindo a IL-6 e a LIF (fator inibitorio da leucemia), sdo importantes reguladoras da
hipertrofia no musculo esquelético, entretanto, a regulagdo desta sintese proteica
deve ser investigada com maiores propriedades. Em achados recentes, os autores
relataram que as citocinas citadas acima sao capazes de induzir a sintese proteica
em miotubos diferenciados.

O exercicio fisico pode ocasionar alteracbes no perfil das citocinas na
corrente sanguinea, que seria influenciado pelos seus diferentes locais de producao.
Sendo assim, € importante classificar o papel sistémico das células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) em resposta ao exercicio de forca (GJEVESTAD,
2015).
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Gjevestad et al. (2017) constataram o0 aumento nos niveis plasmaticos da IL-6
no sangue ap6s um protocolo de exercicio de for¢ca aplicado em um estudo com
adultos treinados e idosos fisicamente ativos. Os resultados apresentaram um
aumento na expressao desta citocina no musculo, porém, nenhuma diferenca
significativa foi relatada na expresdo em PBMCs, o que possivelmente afirma que

este aumento no plasma € proveniente do tecido muscular esquelético.
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2 Objetivo

Analisar o perfil sisttmico da citocina IL-6 no plasma e nas células
mononucleares do sangue periférico, apdés um exercicio de forca, realizado por

individuos jovens treinados e néo treinados.

2.1 Objetivos especificos

Dosar a concentracdo plasmatica da interleucina 6 (IL-6) apds um exercicio
de forca e comparar este comportamento em individuos jovens treinados e nao

treinados.

Analisar a expressao génica nas células mononucleares do sangue periférico
(PMBCs) para IL-6 apdés um exercicio de for¢ca, e comparar este parametro em

individuos jovens treinados e nao treinados.
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3 Materiais e métodos

3.1 Voluntéarios

Foram estudados 18 voluntéarios (divididos em dois grupos: um grupo treinado
com 9 individuos e um grupo ndo treinado também com 9 individuos) que tomaram
conhecimento do projeto a partir de contatos pessoais e avisos fixados nos
principais pontos da Universidade Federal de Ouro Preto. Os seguintes critérios para
a selecéo de voluntarios foram considerados: 1) serem do sexo masculino entre 18 e
30 anos de idade, 2) auséncia de lesBes musculo-esqueléticas nos ultimos seis
meses nos membros inferiores, coluna e pelve, 3) ndo fazer uso de cigarros; 4) nao
fazer uso de bebidas alcodlicas por pelo menos 3 dias anteriores a realizacdo do
estudo e 5) para o grupo treinado, estar praticando musculacdo ha pelo menos 6
meses de forma continua.

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

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

exercicio e falha do equipamento de teste (ACSM, 2009).
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3.2 Orientag¢fes aos voluntéarios

Antes da realizacdo da sessdo de musculacdo, os voluntarios foram
orientados a seguir as recomendacoes listadas a seguir com o0 objetivo de nao
comprometer os resultados do estudo (ACSM, 2000):

e Nao realizar atividades fisicas no dia anterior a sesséo de treino na musculacao.

¢ Nao fumar e nem ingerir bebidas alcodlicas;

e NA&o consumir cafeina;

e Evitar a administracdo de medicamentos;

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

e Alimentar-se antes da realizagdo do exercicio e ingerir o0s mesmos alimentos,
inclusive as mesmas quantidades.

e Ingerir 500 ml de &gua, 2 horas antes do exercicio, para garantir o estado de

hidratacéo antes do experimento (ACSM, 2009).

3.3 Cuidados éticos

Todos os participantes do estudo foram informados quanto aos objetivos, ao
processo metodolégico, bem como o0s possiveis riscos e beneficios de sua
participacdo antes de iniciarem qualquer atividade neste projeto. Foi assinado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) no qual tomaram ciéncia de
gue a qualquer momento poderiam deixar de participar da pesquisa. Foram tomadas
precaucdes no intuito de preservar a privacidade dos voluntarios, sendo que a sua
salude e o seu bem-estar estiveram sempre acima de qualquer outro interesse.
Todos os procedimentos adotados neste estudo estavam de acordo com as
“‘Diretrizes e Normas Regulamentadoras das Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos” do Conselho Nacional da Saude (Res. 466/2012) envolvendo pesquisas
com seres humanos. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Ouro Preto, CAAE 56307716.2.0000.5150.
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3.4 Delineamento do estudo

Os voluntarios selecionados foram submetidos a uma sesséo de treinamento
de forca elaborado de acordo com as normativas de carga para hipertrofia muscular
esquelética, de acordo com os testes de repeticdo maxima (1RM).

Os exercicios leg press, extensor de joelhos sentado e flexor de joelhos
sentado foram utilizados, nesta ordem, para desenvolver o estudo. A principio foi
efetuada uma avaliagdo fisica a fim de determinar a composi¢do corporal (gordura
corporal), massa corporal e estatura dos voluntarios. Posteriormente, foram
realizados os testes de uma repeticdo maxima (1RM). Apds respeitar um intervalo
minimo de uma semana (7 dias), iniciou-se a aplicacdo do protocolo de treinamento,
respeitando a mesma ordem da execucdo do teste de 1 RM. Os protocolos foram
constituidos de 3 exercicios, com 4 séries de 8-10 repeticbes a 65% de 1RM, com
uma pausa de 90s entre as séries e duracdo da repeticdo de 5 segundos, sendo 2
segundos para a acdo muscular concéntrica e 3 segundos para a acdo muscular
excéntrica.

Como critério para interrupgcdo do exercicio, além dos citados anteriormente,
também se considerou o voluntério ndo ser capaz de manter a duracdo das acdes
musculares pré-estabelecidas ou realizar uma amplitude incompleta de movimento
durante duas repeticbes seguidas. Para ajudar os voluntarios a manterem as
duracbes das acdes musculares durante o treinamento utilizou-se um metrénomo
digital Joe Average instalado em um aparelho celular.

Durante o tempo de espera até a Ultima coleta de sangue, 2 horas ap6s o0s
exercicios, o voluntario permaneceu no laboratdrio onde foi servido uma refeigdo pos
treino padrdo, preparada por uma nutricionista do grupo de pesquisa e equilibrada
para a sua massa corporal. Todos foram orientados a manterem a mesma rotina
para o café da manha e todas as coletas foram realizadas no mesmo horario do dia,
pela manha entre 8:00 e 10:00 horas.

A coleta foi realizada no Laboratério de biomecénica e a sessdo de
treinamento aconteceu no laboratério de musculacdo, ambos localizados no Centro
Desportivo da UFOP (CEDUFOP). Além disso, parte das amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Imunobiologia da Inflamacgéo (LABIIN), onde
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foram realizadas parte das andlises de separacao celular que posteriormente foram
encaminhadas para o Laboratério de Hipertensdo ICB/UFMG onde foi realizada o
RT-gPCR utilizando a quimica SYBR GREEN.

3.5 Avaliacéo fisica (anamnese e antropometria)

A caracterizagdo da amostra foi feita a partir de uma avaliag&o fisica, na qual
foram realizadas as medidas de massa corporal, estatura e o percentual de gordura.
A massa corporal foi obtida por meio de uma balanca antropométrica (FILIZOLA,
Brasil) com precisdo de 0,1 kg, enquanto a estatura foi registrada através de
estadidbmetro fixado na parede, com precisdo de 0,5cm (FILIZOLA, Brasil). O
percentual de gordura foi avaliado através da técnica de dobras cutaneas e o seu

calculo realizado de acordo com o protocolo utilizado por Jackson e Pollock (1978).

3.6 Teste de repeticdo maxima

Apos efetuar a avaliacao fisica nos participantes, foi realizado o teste de 1 RM
para os trés aparelhos de musculacao (leg press, banco extensor de joelhos e banco
flexor de joelhos), sendo que entre cada teste foi respeitado um intervalo de no
minimo 10 minutos. Antes da aplicacdo do teste de 1RM, os voluntarios foram
orientados a se posicionarem da forma mais confortavel possivel nos aparelhos para
gque fossem registrados todos 0s ajustes necessarios para a execucao do exercicio,
Tais ajustes dos equipamentos foram replicados na sesséo de coleta posterior. Logo
em seguida demos inicio ao teste de 1RM, segundo Diniz et al. (2014): namero
maximo de seis tentativas; pausa de cinco minutos; progressao gradual do peso

mediante percepc¢éo dos voluntarios e dos avaliadores.
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3.7 Procedimentos prévios ao exercicio fisico

Com o propésito de impedir uma possivel interferéncia nos resultados, todas
as instrucbes prestadas aos participantes durante os procedimentos foram
padronizadas. A coleta e andlise dos dados seguiram as seguintes condicdes:

No laboratério, os participantes foram questionados se os procedimentos pré-
experimento foram seguidos. Caso as recomendacdes nao tivessem sido
respeitadas, a coleta de dados ndo seria realizada. Ap6s a confirmacdo destas
informacgdes, foi entdo explicado verbalmente como a coleta de sangue ocorreria.
Logo apos a coleta de sangue, o voluntario era encaminhado até a bicicleta, onde
realizou uma atividade preparatéria com duracdo de 5 minutos pedalando em
intensidade baixa. Apds o exercicio realizado na bicicleta, o voluntario foi
posicionado no aparelho para dar inicio a sessao de treino seguindo a ordem: leg

press, extensor de joelhos sentado e flexor de joelhos.

3.8 Coleta da amostra sanguinea

As amostras de sangue foram coletadas antes e duas horas ap0s a sesséo de
exercicios, sendo uma amostra de 4 mL de sangue venoso para analise da
expressdo génica em PBMC e 6 mL de sangue venoso para andlise plasmatica de
IL-6 e outros parametros inflamatorios que fazem parte de outros estudos.

A puncéo venosa foi realizada em um ambiente preparado no Laboratorio de
Biomecénica, por um profissional qualificado com experiéncia e materiais
apropriados. Todos os procedimentos de puncao venosa respeitaram os padrbes de
biossegurangca adotados por laboratérios de andlise clinica. Todos os materiais
utilizados na coleta foram descartaveis, obedecendo as normas de descarte para
materiais contaminados.

Para obtencdo do plasma, as aliquotas de 4ml de sangue venoso foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente o plasma foi recolhido e
em seguida foram procedidos as etapas de separacao celular.
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3.9 Expresséo génica

3.9.1 Separacéo celular

Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos com heparina e
diluido numa proporcédo 1:1 em meio de PBS. O sangue diluido foi cuidadosamente
depositado sobre um gradiente de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, EUA) na
proporcao 1 (histopaque) : 2 (sangue diluido) e centrifugado a 2900 rotacdes por
minuto (RPM) por 10 minutos, a temperatura ambiente. Ao final da centrifugacéo, o
anel contendo PBMC, que se encontra na interface Histopaque/plasma foi coletado.
As células obtidas foram lavadas em 10 ml de PBS e centrifugadas a 1600 RPM por
10 minutos. Logo apds descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu o pallet em 1
ml de PBS, adicionou-se 10 ml de PBS centrifugando em 1600 RPM por mais 10
minutos. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendemos o pellet em 500 ul de
agua DEPC. A quantificacdo de células viaveis foi realizada através do método de
exclusao, por meio de coloragéo pelo Turk, em camara de Neubauer. Foi adicionado

750 microlitros de Trizol e armazenado em freezer — 80°C para futuras analises.

3.9.2 Extracdo de RNA

As células tiveram seu RNA extraido pelo método descrito pelo fabricante do
reagente Trizol (Life Technologies). Adicionou-se 150 pl de cloroférmio em cada tubo
seguido de homogeneizacao por 15 segundos e encubados a temperatura ambiente
por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4° C.
A fase aquosa superior contendo o RNA foi transferida para novos tubos eppendorf
de 1,5 mL, foi adicionado 375 pl de isopropanol a 100%, incubados por 10 minutos
em temperatura ambiente e centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com 750 pl de etanol a 75%

homogeneizado e centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
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aspirado e os pellets foram ressuspendidos em 40 upl de agua DEPC.
Posteriormente, foi realizada uma quantificacdo do RNA através da leitura em
espectrofotometro NanoDrop, onde 1 uyl da amostra foi lido contra um “branco”
contendo agua DEPC. Para avaliar a pureza das amostras, utilizou-se a razdo da
absorbancia em dois comprimentos de onda, onde a razdo A260/280 indica o grau
de contaminagdo por proteinas e a razao A260/230 indica a contaminacdo por
compostos organicos.

As amostras de RNA foram submetidas a transcricdo reversa para a obtencéo
de cDNA utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). Resumidamente, 200 ng de RNA de cada
amostra, diluidos em &gua livre de nucleases, foram incubados em solucao
contendo a enzima transcriptase reversa, oligonucleotideo iniciador do tipo oligo (dT)
e inibidor de RNase, em um termomixer, obedecendo os seguintes ciclos: 25°C por
10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e, ao final, alcan¢ando 4°. O
cDNA foi mantido em freezer -20°C para posterior quantificacdo genica.

A andlise da expressao génica (PCR quantitativo) das citocinas IL-6foi
realizada por meio RT-gPCR pelo sistema SYBR GREEN (Invitrogen. Carlsbad,
Califérnia, EUA). Este processo foi realizado no Laboratério de Hipertenséo —
ICB/UFMG, sob a supervisdo da Prof2. Daisy Motta Santos.

O ensaio de RT-gPCR foi realizado no aparelho ViiA7 (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). nas seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 95° por 10 minutos, desnaturacao inicial a 95° por 10 segundos, anelamento
dos primes e extensdo a 60° por um minuto, em 30 ciclos. Cada amostra foi feita em
triplicata. Como controle negativo para a reacdo de RT-qgPCR foram utilizados pogos
que continham o mix de rea¢do mais os primers na auséncia de cDNA. A analise
das curvas de melting e de dissociacdo foi feita ao final de cada corrida como
controle da qualidade da amplificacdo génica. O limiar do ciclo de cada corrida foi
padronizado como 0,1, ponto no qual a amplificagdo observada estava na fase
logaritmica. Como controle enddégeno da reacgédo foi utilizado GAPDH e a expressao

génica mensurada por meio de ACt.
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3.10 Anédlisedo IL-6

Para a analise de IL-6 foi utilizado o kit HMYOMAG-56K MILLIPLEX® MAP
Human Myokine Magnetic Bead Panel and Luminex® seguindo os protocolos do
fabricante. Esta técnica permite avaliar varios biomarcadores simultaneamente,
sendo que para este estudo sera discutido somente a IL-6. Antes do ensaio, as
amostras foram diluidas com 60 ml de tampao fornecido no kit Millipore, vortexadas
por 30 minutos, e centrifugadas por 10 min. a 10.000 rpm. Os Kkits utilizam
propor¢cOes precisas de dois fluoroforos, criando 100 conjuntos diferentes de
microesferas — cada uma delas com “cddigo de cores” distintos e que podem ser
identificadas pelo instrumento Luminex. Anticorpos de captura especificos para cada
proteina foram imobilizados as microesferas através de ligacBes covalentes néo
reversiveis. A proteina, presente no plasma, se liga aos anticorpos de captura
localizados na superficie das microesferas e a deteccdao final é feita por meio de um
terceiro marcador fluorescente, ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de deteccéo. As
microesferas se movimentam em fila Onica através de feixes de dois lasers
diferentes em um citdmetro de fluxo (Luminex 200). O primeiro feixe de laser detecta
(classifica) a microesfera (0o cédigo de cor para o ensaio) e o segundo laser
guantifica o sinal de reporter em cada microesfera. Cada microesfera é identificada e
o sinal dado pela SA-PE (estreptavidina conjugada com PE) é quantificado. A partir

de uma curva padrao, os valores das amostras sao quantificados.

3.11 Anédlise estatistica

Inicialmente realizou-se o teste de normalidade dos residuos proposto por
Shapiro-Wilk. Os dados de caracterizacdo da amostra (massa corporal, estatura,
porcentagem de gordura corporal e idade) de ambos os grupos (treinados e nao
treinados) foram apresentados sobre a forma de média e desvio padréo, utilizando o

teste t de student para a comparacao entre os dois grupos.
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Par a comparacdo entre os dados da concentracao plasméatica de IL-6 e da
expressdo génica em PBMC desta mesma citocina foi utilizado o teste n&o
paramétrico de Kruskall Wallis. Adotou-se o nivel de significancia estatistica de p <
0,05.
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4 Resultados

Na tabela 1 tém-se os dados dos voluntarios (n=18), apresentados em média
e desvio padréo da idade, parametros antropométricos e percentual de gordura. Eles
foram divididos em dois grupos de acordo com suas classificacbes previamente
citadas (treinado e n&o treinado) Apenas a variavel percentual de gordura

apresentou diferenca entre os grupos (p=0,044).

Tabela 1: Dados gerais de caracterizagcdo da amostra

Voluntérios Idade Massa Estatura Percentual de
Corporal gordura
N=18 (anos) (Kg) (cm) (%)
N&o treinado (n = 9) 24,842,9 76,9115 175,918,5 *16,118,4
Treinado (n = 9) 26,611,3 72,2+4,0 173,0%8,0 9,3+2,6

N = namero de voluntarios; Kg = quilogramas; cm = centimetros e % percentual.*
p=0,044 em relag&o ao outro grupo.
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Na figura 1 tém-se os dados referentes a concentracdo plasmética da citocina

IL-6. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre o grupo treinado e néo

treinado, assim como ndo encontramos diferenca nos valores pré e pos exercicio.
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Figura 1. Concentracdo de IL-6 no plasma para os dois grupos (treinado e néo treinado),
medidas antes (pré) e 2 horas apdés o exercicio (p6s). Nado foi observada diferenca

estatistica significativa (p > 0,05).
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Na figura 2 tém-se os dados referentes a expressdo génica da citocina IL-6
em PBMC. N&o foram observadas diferencas estatisticas entre o grupo treinado e
nao treinado, assim como nao encontramos diferenca nos valores pré e poés

exercicio.

!

Treinado N4&o treinado Treinado N 3o treinado

Expressad de IL6 em PBMC
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Figura 2: Expressdo Génica de IL6 em PBMCs. Medidas para IL6 nos dois grupos
(treinado e nao treinado), antes (Pré) e 2 horas apés o exercicio (Pés). Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05).
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5 Discussao

Este estudo teve como objetivo analisar o perfil da citocina IL-6, apds um
exercicio de forga, realizado por individuos jovens treinados e néo treinados, por
meio das suas concentracdes plasmaticas e da expressdo génica desta citocina em
PBMCs.

Ao analisarmos as caracteristicas antropométricas dos grupos estudados,
constatou-se que o grupo treinado apresentou menor média de percentual de
gordura corporal do que o grupo néo treinado, o que corresponde ao esperado para
este grupo. Ao se submeter a uma pratica de exercicio fisico regular este esta mais
propenso a evitar balanco calérico positivo e assim evitar maiores acumulos de
gordura corporal, caracteristica tipica de atletas e praticantes de exercicio fisico
regular (McARDLE et al., 2011)

A concentracdo de IL-6 no plasma pode aumentar apds a pratica de exercicio
fisico (STEENSBERG et al., 2003) sendo que seu comportamento sofre influéncia
do tipo de exercicio realizado, assim como das normativas de carga (intensidade,
frequéncia e etc) (PEAKE et al., 2005; MINETTO et al., 2006; CAMPI-AZEVEDO et
al., 2011). Estudos em exercicios de forca apresentam respostas controversas no
perfil plasmatico de IL-6, provavelmente devido aos diferentes protocolos de
treinamento, entre outras variaveis (CREWTHER et al., 2006; IZQUIERDO et al.,
2009). Além disso, os valores da concentracdo plasmética observados sdo menores
do que nos exercicios de resisténcia, principalmente devido ao maior estresse
fisiol6égico provocado por estes tipos de exercicios como aumento da temperatura
corporal, maior acidez metabdlica e maior utilizacdo das reservas de carboidrato
(PETERSEN et al,, 2001). Nossos resultados, ndo mostraram alteracbes na
concentracdo de IL-6 plasmatica ap0s o0 exercicio. Esse comportamento pode ser
explicado pelo tipo de exercicio proposto, treinamento de for¢a, que produz menores
alteracdes sistémicas quando comparado aos exercicios de resisténcias, pois seus
efeitos sdo mais teciduais. Além disso, outros fatores como altera¢des nas reservas
energéticas, estimulacbes neurais e menor estresse cardiovascular, poderiam
contribuir para o resultado observado (TOFT et al., 2002; CAMPI-AZEVEDO et al.,
2011).
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Destaca-se também que mesmo se tratando de dois grupos com nivel de
aptidao fisica diferenciado, o estresse produzido pelo treinamento proposto ndo
impactou de forma diferente na concentracéo plasmatica da IL-6. Por se tratar de um
grupo nao treinado, hipotetizou-se que o treinamento produziria uma maior resposta
desta citocina, devido a maior estresse para este grupo, o que nao foi observado no
presente estudo.

A citocina IL-6 pode ser produzida por diferentes células ou tecidos, como o
tecido muscular, células do sistema imune (PBMC), tecido adiposo, dentre outros
(MINETTO et al., 2006; PEDERSEN E FEBBRAIO, 2008; HAMON et al., 2010). Ao
analisarmos as concentracfes plasmaticas desta citocina, ndo se pode afirmar ao
certo a contribuicdo de cada célula ou tecido nas provaveis alteracdes plasmaticas
dessa citocina, pois seus valores representariam o resultado entre a sua producao e
remocao, independente do seu local de producdo (GJEVESTAD et al., 2017). Com
isso decidiu-se avaliar a expressdo génica em PBMC para verificar a contribuicdo
destas células em resposta ao protocolo de exercicio proposto e ao nivel de
treinamento dos voluntarios. No presente estudo ndo se observou alteracdo na
expressao génica de PBMC para IL-6. Como nao se observou diferenca no perfil
plasmatico da IL-6 apdés o exercicio, ndo se esperava também alteracdes na
expressao génica de PBMC.

Apesar de ndo termos observado alteracdes plasmaticas desta citocina, ndo
se deve afirmar que ela ndo possui um papel importante nas adaptacdes ao
exercicio de forca. Estudos como Pedersen e Febbraio (2012) e Zhang et al. (2013)
ja demonstraram a importancia desta citocina para a hipertrofia muscular
esquelética, principal adaptacdo a este tipo de treinamento. Além disso, deve-se
destacar que existem estudos que se preocuparam em avaliar a importancia das
respostas inflamatdrias durante os exercicios de forca comparando as respostas
sisttmicas com as respostas teciduais (musculo esquelético), observando
comportamento diferenciado, ou seja, aumento na concentracdo e ativacado de
citocinas nos tecidos, 0 mesmo néo ocorrendo no plasma (IZQUIERDO et al., 2009;
PATTERSON et al., 2013; DEYHLE et al., 2016).
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6 Concluséo

Conclui-se que o treinamento proposto e os diferentes niveis de aptidao fisica,

nao influenciaram no perfil da citocina IL-6 no plasma e em PBMCs.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE):

“Efeito de uma sessao de treino de forga na musculagao sobre
marcadores imunofisioldgicos, inflamatérios e de estresse
oxidativo em adultos jovens.”

Venho por meio deste, convida-lo a participar do projeto de pesquisa cujo
titulo esta supracitado, que tem como objetivo avaliar o efeito de uma sesséo de
treino de forca na musculacdo em biomarcadores sanguineos de inflamacédo e de
estresse oxidativo em adultos jovens praticantes regulares de atividade fisica. Sera
realizada uma sesséao de treino de musculacéo para membros inferiores e o sangue
sera coletado antes, imediatamente apos e 2 horas apds o final da sesséo de treino.

Riscos e Beneficios esperados

A realizacdo deste estudo envolve os riscos gerais relacionados a pratica de
exercicios fisicos, como lesbes musculoesqueléticas, e a coleta de sangue
periférico. Porém, a frequéncia com que esses eventos ocorrem em condicdes
laboratoriais € minima e, tanto a sesséo de treino quanto a coleta de sangue, serao
realizadas por profissionais treinados sob condi¢cdes de seguranca. Nao havera
beneficio direto ao voluntario, entretanto, esta pesquisa ajudard na compreensao de
mecanismos importantes associados aos beneficios do exercicio fisico para a
populacao.

Questionamentos

Em caso de quaisquer duvidas, vocé poderd perguntar e esclarecer seus
guestionamentos com os pesquisadores a qualquer momento da pesquisa.

Suspenséo da pesquisa

Vocé tem a liberdade de ndo participar ou de desistir a qualquer momento, sem
qualquer penalidade ou qualquer outro transtorno para vocé.

Eventuais Danos materiais e morais

Todas as despesas especificamente relacionadas com o estudo sao de
responsabilidade dos pesquisadores deste estudo. Se durante ou apds o estudo,
vocé tenha outras davidas ou entenda que apresentou qualquer consequéncia
negativa, por favor, entre em contato com o pesquisador responsavel pelo estudo:
Professor Dr. Albena Nunes da Silva, telefone (031): 99992-3426. Vocé podera
recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualguer momento, sem
precisar se justificar. Vocé também deve compreender que os pesquisadores podem
decidir sobre a sua exclusdo do estudo por razdes cientificas, sobre as quais vocé
sera devidamente informado.
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Uso das informacgdes obtidas

As informacfes obtidas durante o teste serdo tratadas de forma restrita e
confidencial. Os dados da pesquisa serdo armazenados pelo coordenador da
pesquisa (Professor Dr. Albena Nunes da Silva) em sua sala (Sala 20 A) do Centro
Desportivo da Universidade Federal de Ouro Preto (CEDUFOP) por um periodo de 5
anos. Os dados néo serdo liberados ou revelados para mais nenhuma pessoa a hao
ser 0s responsaveis pela analise e escrita dos resultados. As informacdes obtidas
serdo usadas por uma analise estatistica com objetivos cientificos. Pode estar certo
gue sua privacidade e anonimato serao garantidos.

Contato com o pesquisador e como o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ouro Preto

Qualguer esclarecimento entre em contato com o pesquisador do presente projeto
pelo e-mail: albenanunes@hotmail.com , ou pelo telefone: 99992-3426.

Segue também o contato do comité de ética em pesquisa da Universidade Federa
de Ouro preto: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro
Preto, Campus Universitario — Morro do Cruzeiro, na Pré-Reitoria de Pesquisa e
Pos-Graduacao, ICEB - Ouro Preto (MG), ou pelo telefone (31) 3559-1368, sempre
gue desejar sanar duvidas éticas. Uma copia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ficard com vocé.

Livre Consentimento:

Concordo participar voluntariamente do presente projeto. Eu entendo que eu estou
livre para desistir da participacdo a qualguer momento. Eu dou meu consentimento
para participar deste estudo.

Data Assinatura do Voluntario

Data Assinatura do Responsavel

Telefones para contato: 31 98897-1039 (Washington) 31 99164-9497(Ayla) 31
99992-3426 (Albend)


mailto:albenanunes@hotmail.com
mailto:lelekb@ig.com.br
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com a versao final do trabalho.

Ouro Preto, 5 de dezembro de 2018

Ana de Paula Menezes




