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RESUMO

Silva GS. Efeito de sessao repetida de exercicio excéntrico na expressdo de genes
pré e anti-inflamatérios no musculo esquelético. [Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais)] S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo; 2015.

Diante da importancia da integridade muscular para a manutencdo da qualidade de
vida e para a pratica de atividade fisica, torna-se cada vez maior o interesse na
investigacdo de estratégias capazes de maximizar a resposta regenerativa muscular.
Neste contexto, o estudo do possivel efeito “protetor” gerado por sesséo repetida de
exercicio excéntrico na musculatura esquelética ainda é pouco explorado. As
contracdes excéntricas causam lesdo muscular por meio do desarranjo dos
filamentos dos sarcomeros, o que leva a ruptura do sarcolema, aumento da
concentracdo de Ca*? intracelular com subsequente ativacéo de protedlise. Por outro
lado, uma sessdo repetida de exercicio excéntrico acarreta na reducdo da lesédo
muscular com consequente atenuacdo da dor e da perda de for¢ca muscular. Esse
fendmeno, uma espécie de mecanismo protetor, é conhecido como “efeito da carga
repetida”. Visando contribuir para o melhor entendimento do efeito da carga repetida
sobre a musculatura esquelética, em especial, a expressdo de genes proé e anti-
inflamatorios apés o dano promovido pelo exercicio excéntrico, camundongos
selvagens foram submetidos a uma ou duas sessfes de exercicio excéntrico e 0s
musculos soéleos foram avaliados apdés 24 horas e 3 dias. A anadlise histologica
mostrou fibras musculares lesadas nos musculos s6leos de animais submetidos a 12
sessdo, com consideravel atenuacdo no numero de fibras musculares lesadas nos
animais submetidos a 22 sessdo. Em geral, a expressao génica das citocinas proé-
inflamatorias (TNF-a, INOS e IL-1B) e anti-inflamatorias (IL-10, YM1, Fizz-1 e
Arginase-1) foi alta em 24 h ap6s a 12 sesséo, e reduziu aos niveis do grupo controle
em 24 h apés a 22 sessao de exercicio excéntrico. Nossos resultados sugerem que o
aumento da expressdo génica dessas citocinas pré e anti-inflamatérias no tecido
muscular antes da 22 sessdo pode ter contribuido para a atenuacdo da leséo
muscular detectada em 24 h apds a 22 sessao de exercicio excéntrico.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Citocinas inflamatdrias. Exercicio excéntrico.
Efeito da carga repetida. Expressao génica.



ABSTRACT

Silva GS. Repeated session effect of eccentric exercise in expression of pro and anti-
inflammatory genes in skeletal muscle. [Masters thesis (Morphofunctional Science)]
S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2015.

Considering that muscle integrity is crucial for maintenance of quality of life and for
physical activity, there is an increasing interest in the investigation of strategies able
to maximize the muscle regenerative process. In this context, the study of the
possible protective effect generated by repeated eccentric exercise bout on skeletal
muscle is still poorly explored. The eccentric contractions cause muscle injury
through the disarray of sarcomere filaments, which leads to sarcolemma disruption,
increase in the intracellular calcium concentration with subsequent activation of
proteolysis. Moreover, one repeated eccentric exercise bout cause attenuation of
muscle damage and consequent pain relief and loss of muscle strength. This
phenomenon, a protective mechanism, is known as "repeated bout effect". In order to
contribute to a better understanding of the repeated bout effect on skeletal muscle, in
particular, the expression of pro and anti-inflammatory genes after injury caused by
eccentric exercise, wild-type mice were subjected to one or two bouts of eccentric
exercise and soleus muscles were evaluated after 24 hours or 3 days. Histological
analysis showed damaged myofibers in soleus muscles from animals subjected to
the 1% bout, with considerable attenuation in the number of injured myofibers from
animals subjected to the 2" bout. In general, the gene expression of pro-
inflammatory (TNF-a, iNOS and IL-18) and anti-inflammatory (IL-10, YM1, Fizz-1 and
Arginase-1) cytokines was high at 24h post the 1% bout, and reduced to the control
group levels at 24 h after two bouts of eccentric exercise. Our results suggest that
the increased gene expression of these pro and anti-inflammatory cytokines in
muscle tissue before the 2" bout might contribute to the attenuation of muscle injury
detected in 24 h after the 2™ bout of eccentric exercise.

Keywords: Skeletal muscle. Inflammatory cytokines. Eccentric exercise. Repeated
bout effect. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais do musculo esquelético

O musculo esquelético € inervado e vascularizado, representando em torno
de 50% da massa do corpo humano (Karagounis, Hawley, 2010; Yusuf, Brand-
Saberi, 2012). Composto por fibras musculares e tecido conjuntivo (epimisio,
perimisio e endomisio), o musculo esquelético atua como um arcabouco de
sustentacdo do esqueleto, permitindo a movimentacdo coordenada do corpo
(Bassel-Duby, Olson, 2006; Keynes, Aidley, 2001; Powers, Howley, 2005). Além
disso, 0 musculo esquelético participa do metabolismo servindo de reserva de
substratos (por exemplo, glicogénio e proteina) e auxilia na homeostase da
temperatura corpérea (Donati et al., 2013; Zanou, Gailly, 2013).

Cada fibra muscular contém diversos nucleos periféricos e miofibrilas que séo
estruturas alongadas compostas por sarcémeros, unidades funcionais contrateis do
musculo esquelético (Junqueira, Carneiro, 2008; Keynes, Aidley, 2001; Lieber, 2002;
Tajsharghi, 2008). Os sarcémeros sao constituidos principalmente por filamentos de
actina e miosina (Clark et al., 2002; MacIntosh et al., 2006), os quais sobrepostos
garantem o padrdo estriado ao longo da fibra muscular esquelética.

Além das caracteristicas mencionadas, a musculatura esquelética apresenta
alta plasticidade frente a auséncia ou a presenca de estimulos (Harridge, 2007,
Karagounis, Hawley, 2010; Pette, 2001), podendo atrofiar (Jackman, Kandarian,
2004), hipertrofiar (D'Antona et al., 2006; Zanou, Gailly, 2013), promover a
converséao de tipos de fibras musculares (Tiidus, 2008) ou se regenerar apdés uma
lesdo (Jarvinen et al., 2005; Quintana et al., 2015). Dentre os possiveis estimulos
lesivos como, por exemplo, a exposicdo a cardiotoxina (CTX) (Liu et al., 2014), ao
cloreto de bario (Hong et al., 2012), a queimadura (Diaz et al., 2015) e as laceracdes
(Jarvinen et al., 2005), decidimos focar no estresse mecénico promovido pelo

exercicio excéntrico (Armstrong et al., 1983; Touchberry et al., 2012).
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1.2 Exercicio excéntrico

Durante a contracdo muscular, duas variaveis podem ser mensuradas: o
comprimento e a tensdo muscular (Keynes, Aidley, 2001). Na contragdo isométrica,
a forca é gerada sem alterar o comprimento do musculo (Roig et al.,, 2010). Na
contracdo isotbnica concéntrica, a forca contratii muscular é maior do que a
resisténcia externa, produzindo um encurtamento muscular (Neumann, 2011). Por
outro lado, na contracdo isotbnica excéntrica a resisténcia externa € maior do que a
forca contratii do musculo, promovendo um estiramento das fibras musculares
associado a tensao muscular (Enoka, 1996).

Ap6s prolongadas contragbes isométricas ou concéntricas o musculo
esquelético de humanos apresenta fadiga, porém por um curto periodo, sendo capaz
de recuperar a funcdo muscular dentro de uma a duas horas (Walsh et al., 2004). No
entanto, apds uma série de contracdes excéntricas em sujeitos destreinados ocorre
ndo apenas o desgaste fisico como também a significativa perda de for¢ca muscular
(Nosaka, Newton, 2002a; Proske, Allen, 2005). Além disso, a musculatura se torna
rigida e dolorida a partir de aproximadamente 6 a 8 horas apds o exercicio, tendo
um pico em 48 horas. Estes efeitos ocorrem porque as contracdes excéntricas
podem acarretar em lesdo muscular (Morgan, 1990; Proske et al., 2004; Schiaffino,
Partridge, 2008).

No mecanismo de contracdo muscular, a medida que o sarcémero vai sendo
estirado, a forca ativa (gerada pelos componentes contrateis do muasculo
esquelético) aumenta, sendo maxima onde ha maior sobreposicdo das cabecas de
miosina com os filamentos de actina, formando as chamadas pontes cruzadas. Este
comprimento 6timo ou ideal € pr6ximo ao comprimento de repouso, em torno de 2.4
um (Edman, 2005), em modelo animal. Conforme o sarcdémero continua sendo
estirado (mecanismo que ocorre durante a contracdo excéntrica), h4 uma diminuicdo
da sobreposicdo dos filamentos de actina e miosina, reduzindo a formacdo das
pontes cruzadas, promovendo a queda da forca ativa (Edman, 2005; Martini et al.,
2009; Neumann, 2011) (Figura 1).
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Figura 1: Curva forga tetanica-comprimento do sarcomero registrada em fibras musculares
isoladas de camundongos. Forca tetanica maxima proxima a 2.4 um de comprimento do
sarcoOmero. llustragdo esquematica mostra sarcomero encurtado (<1.7 pm), comprimento
ideal e estirado (>3.0 um). Adaptado de (Edman, 2005).

Neste momento, componentes elasticos presentes nos sarcOmeros como a
proteina titina que promove a ancoragem dos filamentos de miosina aos discos Z
(regido que delimita cada sarcémero) e a proteina estrutural desmina que une o0s
discos Z adjacentes e aqueles localizados nas extremidades das fibras musculares
(Morgan, Allen, 1999; Tajsharghi, 2008), oferecem resisténcia ao estiramento dos
sarcdOmeros, a chamada tensao passiva, de forma a manter e aumentar a producao

de forca total do musculo (Enoka, 2002) (Figura 2).
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Figura 2: Curva forga-comprimento do musculo. Participagdo de elementos ativos (curva
parabdlica) e passivos (circulos fechados) na producédo total de forca muscular (circulos
abertos). Adaptado de Enoka (2002).
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Posteriormente, ap0s cessar a contragdo excéntrica, a actina e a miosina se
reaproximam e se sobrepdem novamente, mecanismo que nao ocorre em todos 0s
sarcoOmeros, possivelmente devido a distribuicdo ndo uniforme dos componentes
elasticos ao longo dos sarcomeros (Morgan, 1990; Proske, Morgan, 2001). Estes,
por sua vez, ao serem submetidos a uma nova contragdo excéntrica recebem a
sobrecarga apenas sobre os elementos elésticos podendo, assim, ocorrer a ruptura
do sarcomero, o chamado ‘popping” (Morgan, 1990). O aumento do estiramento
das proteinas titina e desmina pode permitir o estiramento do sarcémero “vizinho”,

em série, propagando o dano logitudinalmente (Allen, 2001) (Figura 3).

Titina

1 +—Desmina
l 1
Actina Miosina

estiramento

excéntrica
Flpoppingﬂ

Figura 3: Diagrama de quatro sarcbmeros “vizinhos”. (A) Organizagdo normal préxima ao
comprimento 6timo. Arranjo estrutural dos filamentos contrateis (actina e miosina) e
elasticos (titina e desmina), delimitados pelos discos Z. (B) Possivel disposicdo
organizacional apés 30% de estiramento. Na regido superior, metade de um sarcémero é
superestendido (a direita) e o outro sarcémero vizinho tem o seu comprimento mantido.
Abaixo, os dois sarcomeros vizinhos séo estirados proporcionalmente. Adaptado de (Allen,
2001).

Tem sido proposto que o evento inicial desencadeador do insulto apos
contracdes excéntricas seja o rompimento do sarcOmero. Nao obstante, tal
proposicao ndo parece ser universalmente aceita, visto que a disfuncéo no sistema
acoplamento-excitacdo (A-C) entre a actina e a miosina é sugerida como um
processo biolégico que antecede a ruptura do sarcomero; ou seja, as contracdes
excéntricas promoveriam o mau funcionamento de uma série de mecanismos

envolvendo desde a liberagdo de neurotransmissores na jungao neuromuscular,



20

como a acetilcolina, até a liberacdo de Ca** proveniente do reticulo sarcoplasmatico
(Warren et al., 2001). Ainda assim, ha um consenso na literatura qguanto aos eventos
conseguintes as contracfes excéntricas e ao superestiramento dos sarcomeros:
ruptura do sarcomero, destruicdo dos tabulos-T (projecbes do sarcolema
perpendiculares as fibras musculares), disfungéo no sistema A-C dos miofilamentos,
queda da forga ativa, danos as cisternas do reticulo sarcoplasmético, aumento do
influxo de Ca®* intracelular e da tensdo passiva, findando em processo de protedlise
e necrose das fibras musculares (Jarvinen et al., 2005; Proske, Allen, 2005; Proske,
Morgan, 2001). De acordo com a extensdo da lesdo, os sintomas como dor
muscular, edema, reducdo da amplitude de movimento e diminuicdo da forca
muscular podem permanecer por até duas semanas (Clarkson, Tremblay, 1988;
Proske et al. , 2004; Schiaffino, Partridge, 2008).

Em humanos, diversos exercicios fisicos sao utilizados para o estudo das
contracdes excéntricas, dentre os quais envolvem: o uso de step, analisando o
musculo quadriceps (QD) da perna que faz apenas a subida (contracdo concéntrica)
e 0 mesmo grupo muscular contralateral que faz somente a descida (contracéo
excéntrica) (Newham et al., 1983); contracdes excéntricas maximas de flexdo de
cotovelo envolvendo os musculos biceps braquial (BB), braquial e triceps braquial
(TB) (Nosaka et al., 2001); flexdo plantar avaliando o musculo triceps sural (TS)
(Yanagisawa et al., 2010). Em animais, € mais comum 0 uso de esteiras
motorizadas, com inclinagcdo negativa, para induzir as contracfes excéntricas
(Armstrong et al., 1983; Lehti et al., 2007; Silva, Bom et al., 2013). No entanto,
modelos experimentais de eletroestimulacdo (EE) in vivo também sdo recursos
aplicaveis (Sakurai et al., 2013; Vijayan et al., 2001). Ensaios ex-vivo igualmente
abarcam outras possibilidades, como o estiramento de sarcémeros conectados em
série (Morgan, 1990) e a EE de fibras musculares isoladas de camundongos
(Balnave et al., 1997).

Grande parte dos trabalhos publicados com animais analisou,
predominantemente, os musculos gastrocnémio (GAS) e séleo (SOL) (Isanejad et
al., 2015; Liao et al., 2010; Touchberry et al., 2012). Provavelmente, a aparente
preferéncia por estes musculos seja devido ao padrado biomecéanico de recrutamento
dos mesmos durante a execucgéo da corrida em descida. Em inclinagdo negativa, 0os
muasculos locomotores antigravitacionais (posturais) promovem primariamente

contracdes excéntricas, desacelerando (aceleracédo negativa) o centro de massa do
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animal de modo que uma velocidade média constante de corrida, com relagdo as
passadas, seja mantida (Armstrong et al., 1983; Margaria, 1968; Walmsley et al.,
1978).

Estudos controversos defendem que apos EEs tetanicas excéntricas houve
maior ocorréncia de dano em fibras musculares do tipo Il (musculo adutor longo (AL)
de ratos Sprague Dawley) (Vijayan et al., 2001), enquanto que apds o protocolo de
corrida em esteira (descida) animais da mesma espécie apresentaram maior injuria e
acumulo de macréfagos em fibras do tipo | (<5% - grupos musculares
antigravitacionais) (Armstrong et al., 1983). Hody et al. (2013) mostraram que apés o
treinamento excéntrico em esteira (cinco sessbes) houve aumento da proporcéo de
fibras musculares dos fenétipos | e lla e reducao do tipo Ilb, no musculo reto femoral
(RF) de camundongos C57BL/6. Portanto, protocolos distintos de exercicio
excéntrico causam diferentes alteragbes estruturais, as quais necessitam ser mais

bem compreendidas.

1.3 Efeito da carga repetida

Como previamente mencionado, as contracdes excéntricas podem acarretar
em lesdo muscular. Todavia, ao realizar uma segunda sessdo de exercicio
excéntrico, h4 minimizacdo da lesdo muscular com consequente atenuac¢ao da dor e
da perda de forca muscular (Paulsen et al., 2009; Proske, Allen, 2005; Proske,
Morgan, 2001). Esse fenbmeno, uma espécie de mecanismo protetor, € conhecido
como “Efeito da Carga Repetida” (ECR) (Hubal et al., 2008; Nosaka, Clarkson, 1995;
Vissing et al., 2009). Trabalhos tém relatado que o efeito da carga repetida ocorre
quando se aplica um intervalo de dias ou semanas entre a primeira e a segunda
sessdo de exercicio excéntrico (Brockett et al., 2001; Nosaka et al., 2001).

Tem sido descrito que este efeito protetor é promovido pela 12 sesséo, nédo
tendo beneficios adicionais apds a 22 sessédo (Silva, 2007). Outrossim, evidéncias
mostram que duas, seis ou mais contragdes excéntricas maximas propiciam
protecdo tanto & 24 quanto a 50 contragbes excéntricas maximas (Brown et al.,
1997; Nosaka et al., 2001). Apesar disso, sugere-se que a intensidade do estimulo
mecanico aplicada em ambas as sessdes deva ser a mesma, posto que o
treinamento excéntrico submaximo (nove semanas) ndo promoveu protecdo para a

sessdo subsequente de exercicio excéntrico maximo (Nosaka, Newton, 2002b).
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Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao foram
sistematicamente investigados. No entanto, McHugh (2003) propfe que adaptacdes
neurais, mecanicas e celulares estariam envolvidas nesse mecanismo “protetor”. As
alteracdes neurais sdo provenientes de analises realizadas em humanos, avaliando
o sinal eletromiogréfico (EMG), sendo observado um aumento da amplitude deste
sinal apd6s a 12 sessdo de treinamento, sugerindo um aumento na proporcao de
fibras ativadas; assim como, uma reducao da frequéncia mediana do mesmo, apos a
22 sessdo, aludindo uma possivel ativacdo de fibras do tipo | (mais resistentes a
fadiga) (McHugh et al., 2001; Warren et al., 2000). Todavia, outro trabalho (Sacco,
Jones, 1992) realizado com EEs (sem influéncia da contragdo muscular voluntéria)
em musculo tibial anterior (TA) de camundongos ndo menciona adaptacdes neurais
relacionadas ao efeito da carga repetida.

As adaptacbes mecéanicas permeiam por alteragcbes mais periféricas,
advindas de treinamento com exercicio excéntrico e ndo apenas uma sessao,
envolvendo componentes elasticos do musculo esquelético (McHugh, 2003).
Enquanto o aumento da rigidez muscular passiva (RMP) foi interpretado como uma
contribuicdo positiva das proteinas do citoesqueleto para a manutencdo estrutural
dos sarcomeros em musculo TB de ratos treinados por oito semanas em corrida na
descida (Reich et al., 2000), indicios anteriores encontrados em humanos indicaram
maior susceptibilidade ao dano nos musculos isquiotibiais de sujeitos que
apresentaram aumento da RMP ap6s 60 contracdes excéntricas isocinéticas
(McHugh et al., 1999). A proteina estrutural desmina também tem sido alvo de
controvérsias, pois um estudo realizado com camundongos knockout para esta
proteina sugeriu uma reducdo da RMP e menor susceptibilidade ao estresse
mecanico quando comparado aos animais selvagens, ambos submetidos a EEs
excéntricas em musculos extensor longo dos dedos (EDL) (Sam et al., 2000).
Divergindo desses achados, Barash et al. (2002) relataram um aumento da
expressao proteica de desmina em 72 a 168 h apds uma unica sessdo de 30 EEs
excéntricas em musculo TA de ratos, e este evento tem sido associado a um
possivel remodelamento dos filamentos intermediarios no intuito de promover uma
espécie de reforco aos sarcomeros frente ao futuro dano repetido. Sendo assim, as
possiveis alteracbes estruturais envolvidas na mecanica muscular que poderiam
explicar a atenuacdo do dano apoés a carga repetida necessitam, ainda, serem mais

bem exploradas.
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A terceira vertente abordada se norteia por adaptacdes celulares. Evidéncias
mostram um aumento no numero de sarcOmeros em série das fibras musculares
apos as contracdes excéntricas, o que resultaria no aumento do comprimento 6timo
do musculo, ou seja, comprimento em que se obtém a maxima forca contratil
(Brockett et al.,, 2001; Ciciliot, Schiaffino, 2010; Lynn et al., 1998; Morgan, 1990).
Ainda no ambito ultraestrutural, disfuncdes no sistema A-C entre os miofilamentos
contrateis promoveram uma perda de forca muscular (50-75%) nos primeiros cinco
dias apds EEs excéntricas maximas em modelo animal (Warren et al., 2001).
Contanto, a perda de forgca muscular imediatamente apds o exercicio excéntrico
também ocorre ap0s a carga repetida, s6 que em menor intensidade (Clarkson,
Tremblay, 1988).

Vissing et al. (2009) mostraram elevados niveis de expressdo génica e
proteica de proteinas de choque térmico (HSPs) no musculo esquelético apos lesédo
por exercicio excéntrico, em humanos, com posterior atenuacdo dos mesmos apos a
sessdo repetida. Corroborando com estes achados, Touchberry et al. (2012)
revelaram que ao induzir a expressdo de HSP72 no mdusculo esquelético por
estimulo térmico, os ratos submetidos ao exercicio excéntrico, em esteira, tiveram
menor dano quando comparado aos animais que foram submetidos apenas ao
exercicio excéntrico. Ambos os estudos sugerem que essas proteinas, conhecidas
na literatura como chaperonas e envolvidas na protecéo celular (Clark et al., 2002),
poderiam estar atuando como coadjuvantes ao ECR.

A resposta inflamatéria € outro mecanismo que vem sendo explorado. Hubal
et al. (2008) verificaram um aumento da expressao génica da proteina
quimioatraente de mondcito-1 ou “CC chemokine ligand 2” (MCP-1/CCL2) em
musculo vasto lateral (VT) de humanos, e sua posterior co-localizacdo no tecido
muscular (por imunohistoquimica) com macréfagos e Pax7 (marcador de células
satélites quiescentes e ativadas), ap0s a 22 sessao de contracbes excéntricas. Os
autores especulam que a sinalizacao desta citocina vinculada a presenca de células
inflamatdrias e a maior ativagdo de células precursoras miogénicas poderia, em
conjunto, favorecer a resposta regenerativa da musculatura esquelética frente a
injuria promovida pelo exercicio excéntrico.

Em outro estudo, ratos Wistar submetidos as EEs excéntricas (muasculos
dorsiflexores do tornozelo, em flexdo plantar) e ao tratamento com o farmaco

Diclofenaco (anti-inflamatoério) tiveram menor perda de forga muscular e metade da



24

concentracédo de subpopulacdes de macrofagos ED1* e ED2", em dois dias apos a
12 sessdo, quando comparados ao grupo placebo. No entanto, em ambos o0s
periodos (dois e sete dias) ap0s a 22 sessdo, 0S grupos tratados com o anti-
inflamatorio apresentaram queda da forca muscular e aumento na concentracao de
subpopulacdes de macréfagos (especialmente ED2%), com grau mais proeminente
no grupo tratado por sete dias (Lapointe et al.,, 2002). Os autores aludem que a
mitigacdo da inflamacdo promovida pelo farmaco apds a 12 sessdo pode ter
prejudicado a fagocitose e a remocéo de debris por macréfagos ED1", protelando ou
dificultando o processo de regeneragdo do musculo esquelético. Esses dados dao
suporte as hipéteses de adaptacdes celulares, com énfase na resposta imune.
Sendo assim, neste contexto, cabe adentrar aos mecanismos desencadeados

apos a injaria muscular e consequente processo inflamatorio.

1.4 Leséo e processo inflamatério

Ao sofrer uma lesédo da fibra muscular, ndo somente os sarcomeros como
também a rede de vasos sanguineos presente ao longo das fibras musculares séo
danificados. Tal evento acarreta em uma resposta do sistema imunoldgico através
da migracdo de neutréfilos para o tecido muscular em periodos mais agudos ap6s
leséo (1-6 h), seguida de infiltracdo de macréfagos em periodos mais tardios (~48 h),
0s quais fagocitam fibras musculares necrosadas e secretam citocinas inflamatérias,
dentre outras fungBes (Arnold et al., 2007; Balnave et al., 1997; Grefte et al., 2007,

Jarvinen et al., 2005; Saclier, Cuvellier et al., 2013).

De maneira geral, os macréfagos sédo classificados em dois subtipos: M1
(ED1%) e M2 (ED2%), sendo que o M2 pode ser subclassificado em M2a, M2b e M2c
(Figura 4) (Saclier, Yacoub-Youssef et al.,, 2013). Os macrofagos M1 sdo proé-
inflamatorios e quando induzidos por citocinas Thl (T-helper 1), como Interferon -
gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral - alfa (TNF-a), secretam citocinas proé-
inflamato6rias como a Interleucina-1beta (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-12
(IL-12), Interleucina-23 (IL-23), MCP-1 e espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Arnold et al., 2007; Kharraz et al., 2013; Mantovani et al., 2004; Martinez et al.,
2008). Alem disso, tais macrofagos possuem fungdes microbicida e tumoricida,
estdo envolvidos na proliferagdo de células precursoras miogénicas e induzem o

aumento da expressdo das enzimas Ciclo-oxigenase-2 (COX2) e Oxido Nitrico
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Sintase induzivel (INOS) (Ichikawa et al., 2009; Saclier, Yacoub-Youssef et al.,
2013; Sindrilaru et al., 2011).

Os macrofagos M2 (a, b e c¢) sdo anti-inflamatoérios, sendo induzidos por
citocinas Th2 (T-helper 2), como Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-13 (IL-13), e
expressam citocinas como a Arginase-1 (Arg-1), YM1 (Citocina quimiotatica de
eosindfilo), Fizz-1 (Achada em zona inflamatéria-1) e Interleucina-10 (IL-10), além
dos marcadores de superficie celular CD206 e CD163 (clusters de diferenciagéo)
(Nair et al., 2003; Saclier, Yacoub-Youssef et al., 2013). Os macréfagos M2a estao
envolvidos na sintese de matriz extracelular, angiogénese, fagocitose e
desenvolvimento de fibrose (Wynn, 2004). Os macréfagos M2b participam do
processo de imunorregulacdo, ao passo que 0 subtipo M2c secreta citocinas anti-
inflamatorias e fatores de crescimento, tais como IL-10 e Fator de Crescimento e
Transformacéo Beta (TGF-[3), respectivamente, promovendo a deposi¢cdo de matriz
extracelular e remodelamento tecidual (Mantovani et al., 2004). Além disso, 0s
macrofagos M2a e M2c estdo associados ao processo de diferenciacdo das células

precursoras miogénicas durante a miogénese (Saclier, Yacoub-Youssef et al., 2013).
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Figura 4: Indutores e propriedades funcionais de diferentes subpopula¢ées de macrofagos.
Polarizacao de macréfagos e secrecado de citocinas e fatores de crescimento em resposta
aos sinais derivados do microambiente. IFN-y, LPS e TNF-a orquestram a polarizacao de
macréfagos M1 em respostas antitumorais, enquanto IL-4 e IL-13, IC+TLR e agonista IL-1R,
e IL-10 induzem macréfagos M2a (alergia e fagocitose), M2b (imunorregulacédo) e M2c
(deposicdo de matriz extracelular e remodelamento tecidual), respectivamente. Abreviacdes:
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LPS, Lipopolissacarideo; IC, Complexo imune; TLR, Receptor Toll-like; IL-1R, Receptor de
IL-1; CD68, cluster de diferenciacéo 68; PTX3, Pentraxina longa 3, Adaptado de (Mantovani
et al. , 2004).

Dentre estas citocinas, o TNF-a (26kDa) (secretado por macrofagos M1) é
expresso na membrana plasmatica. A clivagem do mesmo por metaloproteinases
(MMPs) da matriz extracelular libera uma forma madura soltvel de 17kDa. Ambas as
formas (26kDa e 17kDa) sao biologicamente ativas e se associam aos receptores
TNFR1 e TNFR2, sendo que o primeiro esta presente em todas as células e possui
um dominio que o habilita para a apoptose, e 0 segundo é restrito a certos tipos de
células, podendo distinguir o TNF-a a partir de espécies diferentes (Palladino et al.,
2003).

Além de estimular os macrofagos M1, o TNF-a exerce um papel importante na
inflamacéo aguda e crbnica, em respostas antitumorais e na infeccdo (Palladino et
al., 2003; Saclier, Cuvellier et al., 2013). Tal citocina € produzida por linfécitos T,
células natural killer e neurdnios, e sua transcricdo depende da ativacdo do Fator de
Transcricdo Nuclear Kappa B (NFkB) (Peterson et al., 2006; Rao et al., 2010). O
NFkB responde a estimulos nocivos como o aumento da expressdo de ROS, o
proprio TNF-a, IL-18 e LPS, ativando a transcricdo de genes envolvidos com a
proliferacdo celular, inflamacao e fun¢des anti-apoptéticas (Ghosh, Hayden, 2008).

Peterson et al. (2006) mostraram gue camundongos tratados por sete dias
com TNF-a exdgeno por meio da implantacdo de minibombas osmdéticas (regido
dorsal subcuténea) tiveram um acumulo de neutréfilos e macréfagos nos musculos
EDL e SOL, quando comparados ao grupo placebo, sem sinais de leséo ou atrofia,
sugerindo que o TNF-a atua na sinalizacdo celular, causando a migracao dessas
células inflamatorias para o masculo esquelético.

A citocina INOS, analogamente, tem se apresentado importante na
modulagéo da resposta imune frente a lesdo por CTX. Recentemente, Rigamonti et
al. (2013) demonstraram que camundongos knockout para INOS apresentaram altos
niveis de quimiocinas, maior infiltracdo de neutrofilos, persisténcia de macréfagos,
bem como um prejuizo na proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras
miogénicas no tecido muscular lesado.

A IL-1B € uma citocina pro-inflamatoria associada a atividade de células
imunes fagocitarias (Burdzinska et al., 2014). Um trabalho envolvendo camundongos

knockout para a citocina IL-6 observou que houve diminuicdo da infiltracdo de



27

macréfagos no tecido muscular em cinco dias apés lesdo com CTX associada a
menores niveis de expressao génica de MCP-1, IL-13 e INOS, além do aumento da
fibrose intersticial (Zhang et al., 2013), incutindo uma notavel correlacdo entre a
migracdo de células inflamatérias e a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias na
recuperagdo do musculo esquelético lesado.

A citocina MCP-1 e o seu respectivo receptor (“CC chemokine receptor 2” -
CCR2) podem acometer a angiogénese e a regeneracdo do musculo esquelético de
varias formas (Moore et al., 2015), tendo sido referidos com relevante funcdo no
decurso da inflamacé&o ap6s o dano muscular (Shireman et al., 2007). Martinez et al.
(2010) mostraram prejuizos no recrutamento de macréfagos apos lesao por CTX em
animais knockout para esta citocina e o seu receptor, além do posterior acumulo de
adipdcitos na musculatura esquelética.

YM1 é uma citocina anti-inflamatéria induzida por citocinas IL-4 e IL-13 e esta
envolvida na via de sinalizacdo IL-4/STAT6 (“Signal transducer and activator of
transcription factor 6”), a qual medeia a inducdo do fenétipo M2 em macrofagos
(Dasgupta et al., 2011; Mandal et al., 2011). Células-T esplénicas e mastdcitos
isolados de camundongos com deficiéncia nesta via ndo apresentaram a expressao
proteica dessa citocina durante peritonite alérgica (Welch et al., 2002).

A citocina Fizz-1 é rica em cisteina e esta associada a inflamacg&o pulmonar,
tendo suas isoformas expressas em tecidos especificos e com atividades biologicas
distintas, em camundongos e humanos (Holcomb et al., 2000). Tal citocina é
altamente expressa durante respostas imunes induzidas por citocinas Th2, atuando
como uma supressora da inflamacao e da fibrose pulmonar e hepatica (Pesce,
Ramalingam, Wilson et al., 2009).

A citocina Arg-1 é altamente expressa por macrofagos M2, e é responsavel
por catalisar a producdo de poliaminas, as quais sdo necessarias para a sintese de
colageno, proliferacdo celular, fibrose e outras funcdes relacionadas com
remodelamento tecidual (Pesce, Ramalingam, Mentink-Kane et al.,, 2009). A
supressédo de IFN-y em camundongos com Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
resultou em alta expressao génica de Arg-1, Fizz-1 e IL-4 no musculo esquelético
guando comparada aos musculos dos animais que apresentavam apenas DMD, com
consequente reducdo da lesdo muscular, sugerindo um importante papel dessas
citocinas anti-inflamatérias durante o processo inflamatério recorrente em DMD
(Villalta et al., 2011).
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Altas concentracdes de IL-10 podem ocorrer na tentativa de suprimir a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias (MacKenzie et al., 2014). Macrofagos
isolados de musculo esquelético de camundongos com DMD e tratados com IL-10
apresentaram aumento da expressao proteica de Arginase, coincidindo
temporalmente com o periodo de surgimento da fibrose em musculo cardiaco e
esquelético (Wehling-Henricks et al., 2010).

Assim, com respaldo nos trabalhos explorados, decidimos investigar o efeito
de sesséao repetida de exercicio excéntrico sobre a expressdo de genes pro e anti-

inflamatérios no musculo esquelético de camundongos selvagens.

1.5 Justificativa e relevancia do estudo

Diante da importancia da integridade muscular para a manutencdo da
qualidade de vida e para a pratica de atividade fisica, torna-se cada vez maior o
interesse na investigacdo de estratégias capazes de maximizar a resposta
regenerativa da musculatura esquelética. Neste contexto, o estudo do possivel efeito
protetor gerado por sessdo repetida de exercicio excéntrico na musculatura
esquelética ainda é pouco explorado. Portanto, este estudo visou contribuir para o
melhor entendimento do efeito da carga repetida sobre a musculatura esquelética,
em especial, a expressao de genes pro e anti-inflamatérios apdés o dano promovido
pelo exercicio excéntrico, por meio da investigacdo de aspectos morfolégicos e
moleculares. Além disso, este estudo podera servir de base para o desenvolvimento
de futuras estratégias terapéuticas no intuito de otimizar o processo regenerativo

muscular apos lesao provocada por exercicio excéntrico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente estudo teve por objetivo investigar o efeito de sessao repetida de
exercicio excéntrico na expressao de genes pro e anti-inflamatérios no musculo

esquelético de camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Objetivo 1: Estudar o efeito da carga repetida sobre os aspectos macroscépicos e
histol6gicos do musculo s6leo de camundongos jovens analisado em 24 h e 3 dias

apos duas sessdes de exercicio excéntrico.

Objetivo 2: Avaliar o efeito da carga repetida sobre a expressdo génica de citocinas
pré (TNF-a, iNOS, IL-18 e MCP-1) e anti-inflamatérias (IL-10, YM1, Fizz-1 e Arg-1)
no musculo séleo de camundongos jovens analisado em 24 h apds duas sessfes de

exercicio excéntrico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos jovens (idade: 2-3 meses) da
linhagem CB6F1, aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
ICB/USP, protocolo n°® 044/05/03, mantidos no biotério do Departamento de
Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Os
animais foram mantidos em gaiolas padrdo contendo maravalha, agua e racédo ad

libitum, com regime claro/escuro de 12h/12h.

3.2 Grupos experimentais

Controle: os camundongos tiveram o musculo s6leo de ambas as patas removido e
analisado sem ter sido previamente submetido a algum procedimento experimental.
Submetido a 12 sessédo: os camundongos tiveram o musculo s6leo de ambas as
patas removido e analisado em 24 h e 3 dias ap0s uma sessdo de exercicio
excéntrico.

Submetido a 22 sessédo: os camundongos tiveram o musculo séleo de ambas as
patas removido e analisado em 24 h e 3 dias apds duas sessbes de exercicio

excéntrico.

3.3 Protocolo de exercicio excéntrico

Os animais dos grupos submetidos a 12 e a 22 sessao foram familiarizados na
esteira por um periodo de dois dias consecutivos, cada um com a duracdo de 15
min, em declive de -25°. A velocidade inicial foi de 6 m/min, sendo aumentada para 9
m/min e finalizada com 12 m/min, de modo que cada velocidade foi mantida por 5
min. Ao terceiro dia, um grupo foi submetido a uma primeira sessdo de exercicio
excéntrico caracterizado pela corrida em esteira, com declive de -25°, durante 1 hora
e velocidade de 21 m/min. Apds duas semanas, uma segunda sessdo de exercicio
excéntrico (contendo os mesmos parametros da primeira sessao) foi aplicada aos
animais. No protocolo, a velocidade inicial também foi de 6 m/min, com incrementos

de 3 m/min (6, 9, 12, 15, 18 e 21 m/min), os quais foram realizados a cada 10 min
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corridos. Nosso protocolo foi padronizado com respaldo em modelos experimentais
utilizados na literatura (Kawanishi et al., 2013; Lehti et al., 2007; Liao et al., 2010).
Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e 0 peso corporal e 0 peso umido dos musculos removidos foram obtidos.
Em seguida, os musculos foram armazenados para histologia e biologia molecular.
O musculo séleo foi avaliado em 24 h e 3 dias apds uma Unica sessao de exercicio

excéntrico ou apos duas sessbes de exercicio excéntrico.

3.4 Histologia

hY

Os fragmentos dos musculos soéleos destinados a histologia foram pré-
congelados em isopentano (10 s) e, em seguida, imersos em nitrogénio liquido,
sendo estocados em -80 °C. Posteriormente, os musculos foram cortados em
criostato (IEC Minotome) a -25° C, gerando secc¢bes transversais (10 um de
espessura), as quais foram fixadas rapidamente em l|aminas previamente
gelatinizadas e armazenadas a -20° C.

Para a coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE), as seccfes histologicas
foram fixadas em Paraformaldeido 4% (PFA) durante 2 min e lavadas em agua
destilada (por 3 vezes). Em seguida, as mesmas foram coradas com Hematoxilina
por 2 min e, novamente, lavadas em agua destilada (por 3 vezes). Posteriormente,
o corante Eosina foi aplicado sobre as sec¢des por 45 s, com subsequente enxague
em agua destilada (por 3 vezes). Rapidamente, as laminas foram imersas em alcool
95% (uma passagem), alcool 100% | (5 min), alcool 100% Il (5 min), &lcool/xilol 1:1
(20 min), xilol I (10 min) e xilol Il (10 min), consecutivamente. Ao final, as laminas
foram fechadas com resina (D.P.X - Sigma) e laminulas. Para analise da morfologia
geral do musculo séleo, essas seccbes foram analisadas por microscopia de luz
(Nikon Eclipse light microscope - PCM2000) e as fotomicrografias foram preparadas
utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems).

Para detectar e quantificar a leséo de fibras musculares, imediatamente apos
0 exercicio, 0s animais receberam uma injecdo pela veia caudal do corante Evans
Blue Dye (EBD) diluido 2% em Tampdao fosfato salino (PBS) (200 pl/animal); a
injecdo do corante também foi aplicada nos animais do grupo controle. A efetividade
da injecéo foi confirmada pela coloracdo azul observada nas patas e orelhas.
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Secc¢les transversais das por¢cBes proximal, distal e ventral dos musculos,
fixadas em laminas, foram incubadas em acetona a -20° C por 10 min, em seguida,
lavadas com PBS por 5 min e, por fim, fechadas com laminulas e resina Vectashield
contendo “4,6-diamidino-2-phenylindole” (DAPI). As analises das fotomicrografias
foram feitas por microscopia de fluorescéncia (Observer D1; Zeiss) em 24 h ap0s a
injegao, com dupla marcagéo de DAPI (de fluorescéncia azul - marcador nuclear) e
Rodamina (de fluorescéncia vermelha — marcador de EBD). EBD é utilizado como
um marcador de leséo, visto que o mesmo se liga a albumina e permeia pela
circulacdo, extravazando em locais com rupturas celulares e lesdes (Hamer et al.,
2002).

3.5 Analise morfométrica

A area total e intersticial das seccdes transversais dos musculos soleos e o
namero de fibras musculares em cada seccao foram obtidos a partir de analises
morfométricas utilizando-se o programa Image Pro-Plus, Media Cybernetics (Dedkov
et al., 2003; Miyabara et al., 2006).

3.6 Isolamento de RNA total

Foram utilizadas amostras de musculos so6leos dos animais dos grupos
controle, 12 e 22 sessdo coletadas em 24 h apds o exercicio excéntrico. O
isolamento do RNA total de cada amostra foi realizado com o reagente TRIZOL
(Invitrogen®), segundo as recomendacdes do préprio fabricante. Para confirmar a
qualidade do processo de isolamento foi utilizada a relagdo entre as medidas
espectrofotométricas 260 e 280 nm (esta relacdo estima a propor¢cdo entre RNA e
proteinas). As amostras utilizadas tiveram relacdo entre 1,6 a 2,0. A integridade do
RNA foi verificada em gel de agarose 1,8% denaturante, corado com brometo de
etideo, no qual foi possivel observar a presenca das bandas mais evidentes 28 S e

18 S, referentes a RNA ribossomal.
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3.7 Transcricao reversa (RT)

Finalizado o isolamento do RNA total e confirmada a sua integridade,
realizamos transcri¢cdes reversas (RT) utilizando a quantidade de 1 pug de RNA total.
A reacdo de RT foi desenhada da seguinte forma: 1 ug de RNA total e 1 pl de oligo
dT sendo completada com agua DEPC (Dietilpirocarbonato) até 12,5 pl. Incubamos
por 10 minutos a 70 °C em um termocilador. Em seguida, adicionamos um Mix
composto por 4 ul de 5x buffer, 2 pl de 0,1 mM DTT (Ditiotreitol), 1 pl de 0,8 mM
dNTPs (Desoxirribonucleotideos fosfatados) (dnTA, dnTG, dnTC e dnTT) e 0,5 pg de
200 U de transcriptase reversa para cada amostra. Incubamos por 60 minutos a 42
°C. Para finalizarmos, incubamos por 10 minutos a 95 °C, obtendo o DNA
complementar (cDNA). A integridade das amostras de cDNA foi verificada em gel de
agarose 1% nao denaturante, onde se observou um arrastdo tipico de amostras de
cDNA.

3.8 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Em seguida, diferentes fragdes do produto da RT (cDNA) foram utilizadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em um equipamento que monitora a
amplificagdo em tempo real (Rotor Gene Q). Os valores foram expressos em fold
(unidade arbitraria) com as diferencas relativas a expressdo do grupo controle. O
grupo 12 sesséo foi utilizado como controle quando nao houve amplificacdo do gene
de interesse no grupo controle.

A reacdo foi realizada com o seguinte desenho experimental: 3 pl de cDNA
com suas concentracdes variando entre 2,075 ng/ul e 33,3 ng/ul; 0,36 pl de primers
(forward e reverse) na concentracdo de 300 nM ou 0,49 ul na concentracdo de 400
nM; 11 pl de Platinum SYBR SuperMix-UDG (contendo a enzima Taqg Polimerase,
dNTPs e tampéo); agua ultra pura (H,O UP) para completar o volume total de 22 pl.

A sequéncia dos primers das citocinas TNF-a, iNOS, IL-18, MCP-1, Fizz-1,
Arg-1, YM1, IL-10 e TFIID (normalizador) foram obtidos da literatura (Acharyya et al.,
2007; Moore et al., 2015; Penas et al., 2015; Rigamonti et al., 2013; Sawant et al.,
2012; Silva et al., 2012; Villalta et al., 2011) (Tabela 1) e foram sintetizados pela

empresa “Exxtend Biotecnologia Ltda”.



Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados na PCR em tempo real.

NOME SEQUENCIA RELACAO COM MACROFAGOS
TNF-a F CACAAGATGCTGGGACAGTGA M1 — pro-inflamatorios
TNF-a R TCCTTGATGGTGGTGCATGA M1 — pro-inflamatorios
iNOS F CTGCAGCACTTGGATCAG M1 — pro-inflamatérios
iINOS R CGTACCAGGCCCAATGAG M1 — pro-inflamatorios
IL-1B F CCAAAAGATGAAGGGCTGCTTCC M1 — pro-inflamatérios
IL-1B R GGATGGGCTCTTCTTCAAAGATG M1 — pro-inflamatorios
MCP-1 F GCTCAGCCAGATGCAGTTAAC M1 — pro-inflamatérios
MCP-1R CTCTCTCTTGACCTTGGTGAC M1 — pré-inflamatérios
Fizz-1 GAGACCATAGAGATTATCGTGGA M2 — anti-inflamatérios
Fizz-1 CACACCCAGTAGCAGTCATC M2 — anti-inflamatdrios
Arginase-1 F CAATGAAGAGCTGGCTGGTGT M2 — anti-inflamatérios
Arginase-1 R GTGTGAGCATCCACCCAAATG M2 — anti-inflamatorios
YM1 F GGATGGCTACACTGGAGAAA M2 — anti-inflamatérios
YM1R AGAAGGGTCACTCAGGATAA M2 — anti-inflamatérios
IL-10 F ATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG M2 — anti-inflamatérios
IL-10R CACAGGGGAGAAATCGATGACA M2 — anti-inflamatdrios
TFIID F TTAGGCCTGGAAAGGTGTTACG Normalizador
TFIID R CCTCCAAACAGATGGAACATTCT Normalizador

F: forward; R: reverse.

3.9 Andlise estatistica

O teste “t-student” foi utilizado para a comparacdo entre dois grupos e a
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey foi realizada para a
comparacgao multipla entre mais de dois grupos. O nivel de significancia estabelecido
foi de p=< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal e muscular

O peso corporal e 0 peso do musculo séleo nao foram alterados em nenhum

dos grupos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2. Peso corporal (PC; g) e peso muscular (PM; mg) dos grupos controle, 18 e

22 sessao — 24 h e 3 dias.

GRUPOS PC PM

Controle 27,7£1,9 7,1+1,1

12 sessé&o - 24h 29,2£1,8 7,2+0,8
22 sessdo - 24h 28,7£3,3 7+1,3

12 sesséo - 3 dias 30,4£1,3 7,6+0,7

30,7+1,8 7,2+0,3

22 sessao - 3 dias

Valores expressos em média + desvio padrdo. Grupos controle (n= 15), 12 sessdo — 24 h
(n=14), 22 sessao — 24 h (n=16), 12 sessado — 3 dias (n=5) e 22 sessdo — 3 dias (n=3). Teste
ANOVA seguido por Tukey, procedimentos de multiplas comparacdes foram aplicados para
verificar diferenca entre os grupos.

4.2 Morfologia

As analises histolégicas das secc¢Bes transversais musculares coradas com
HE mostraram aparente aumento da area intersticial em 24 h e 3 dias apdés uma
sessdo de exercicio excéntrico (Figura 5B e 5D, respectivamente), com diminuicdo
da mesma (79,6% e 56,3 %, respectivamente), nos mesmos periodos, ap6s uma
segunda sessdo de exercicio excéntrico (Figura 5C e 5E, respectivamente). Nas
fotomicrografias a seguir observamos que apds uma sessdo de exercicio 0s
musculos destes animais apresentaram areas claras entre as fibras musculares, o
gue sugere a formacgéao de edema, quando comparados aos musculos de animais do
grupo controle (Figura 5A). Todavia, os musculos dos animais submetidos a duas
sessbes de exercicio excéntrico mostraram notavel diminuicdo da extenséo dessas
areas claras entre as fibras musculares (Figura 5C), apresentando morfologia mais
semelhante ao grupo controle. Resultados similares mostraram que 0s musculos

avaliados em 3 dias ap6s uma ou duas sessdes de exercicio excéntrico também
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apresentam as mesmas caracteristicas observadas nos musculos analisados em 24
h apdés o exercicio excéntrico, mas com aparente menor extensdo dessas areas

claras.

Figura 5: Fotomicrografias representativas de seccdes transversais de musculos soéleos de
camundongos jovens. (A) musculo s6leo controle; (B) musculo séleo analisado em 24 h
apos uma sessao de exercicio excéntrico; (C) musculo so6leo analisado em 24 h apds duas
sessdes de exercicio excéntrico; (D) musculo s6leo analisado em 3 dias apds uma sesséo
de exercicio excéntrico; (E) musculo séleo analisado em 3 dias apds duas sessdes de
exercicio excéntrico. Barras 100 um (fotomicrografias da 12 coluna) e 50 pm
(fotomicrografias da 22 coluna). Coloracdo de HE. Os asteriscos indicam espaco intersticial.
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Figura 6. Porcentagem da area de intersticio de masculos séleos analisados 24 h apés a 12
ou a 22 sessao de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey, procedimentos
por multiplas comparac¢des foram aplicados para verificar diferenca entre os grupos: barra
branca (controle, n=4), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=6) e barra cinza (22 sessao — 24 h,
n=5). Média da area de seccao transversal do musculo por grupo: 1,2x10°, 1,1x10° e 1x10°
umz, respectivamente. *p<0,001 versus controle; °p<0,001 versus 12 sessdo - 24 h.
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Figura 7. Porcentagem da area de intersticio de musculos so6leos analisados 3 dias ap6s a
12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico . Teste ANOVA seguido por Tukey, procedimentos
por multiplas comparacdes foram aplicados para verificar diferenca entre os grupos: barra
branca (controle, n=4), barra preta (12 sessédo — 3 dias, n=3) e barra cinza (22 sessdo — 3
dias, n=3). Média da area de seccao transversal do masculo por grupo: 1,2x108, 1,2x10% e
1,1x10° um?, respectivamente. *p<0,05 versus controle; p<0,001 versus 12 sess&o — 3 dias.

Quanto a marcacdo com EBD, o tecido muscular esquelético apresentou
fiboras musculares marcadas em vermelho, caracterizadas pelo rompimento do
sarcolema e consequente extravasamento do corante para o meio intracelular das
células musculares, ratificando que o nosso protocolo € lesivo (Figura 8B). Cortes
histologicos seriados corados com HE corroboram a destruicdo das fibras

musculares apos a 12 sessdo (Figura 8E). Em 24 h ap0s a 22 sessdo de exercicio
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houve uma reducédo de 95,1% no numero de fibras lesadas quando comparado ao

grupo submetido & apenas uma sesséao (Figura 9).
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Figura 8: Fibras musculares lesadas marcadas com EBD, em vermelho (A-C); coloracdo de
HE (D-F). Secc0es transversais de musculo séleo controle (A e D); musculo séleo analisado
em 24 h apds uma sessao de exercicio excéntrico (B e E); musculo séleo analisado em 24 h
apos duas sessdes de exercicio excéntrico (C e F). Barra 50 um (fotomicrografias da 12 e da
22 coluna). As setas indicam fibras lesadas.
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Figura 9: Porcentagem de fibras musculares lesadas de musculos séleos analisados 24 h
apos a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparac¢des foram aplicados para verificar diferenga entre os
grupos: barra branca (controle, n=4), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=5) e barra cinza (22
sessdo — 24 h, n=3). Média do total de fibras por misculo = 805. *p<0,01 versus controle;
%p<0,01 versus 12 sessdo — 24h.

4.3 Expressao génica

4.3.1 Expresséo génica de citocinas pro-inflamatérias

TNF-a
Nossos resultados revelaram um aumento da expresséao génica de TNF-a em
24 h apos a 12 sessdao (3,1 vezes), com reducao aos niveis do grupo controle apés a

22 sessdao (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo génica de TNF-a em musculos séleos controle ou analisados 24 h
apés a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparac¢des foram aplicados para verificar diferenca entre os
grupos: barra branca (controle, n=8), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=6) e barra cinza (22
sessdo — 24 h, n=8). *p<0,05 versus controle; *p<0,05 versus 12 sessdo — 24 h.
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iINOS

Em 24 h apés a 12 sessdo de exercicio excéntrico, a expressdo génica de
INOS foi elevada em 7,3 vezes, retornando aos niveis basais apdés a 22 sessao
(Figura 11).

iNOS
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Figura 11. Expressado génica de iINOS em musculos séleos controle ou analisados 24 h
apés a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparacdes foram aplicados para verificar diferenca entre os
grupos: barra branca (controle, n=7), barra preta (12 sesséo — 24 h, n=7) e barra cinza (22
sessdo — 24h, n=9). *p<0,01 versus controle; °p<0,01 versus 12 sessdo — 24 h.

IL-1B
Observamos uma elevacao da expresséo génica de IL-13 em 24 h apés a 12
sessdo (37,5 vezes), e diminuicdo aos niveis do grupo controle em 24 h apos a 22

sessdao de exercicio excéntrico (Figura 12).
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Figura 12. Expressao génica de IL-13 em musculos séleos controle ou analisados 24 h apés
a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparag6es foram aplicados para verificar diferenca entre os
grupos: barra branca (controle, n=7), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=8) e barra cinza (22
sessdo — 24 h, n=8). *p<0,05 versus controle; *p<0,05 versus 12 sesséo — 24 h.
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MCP-1

A expresséo génica da citocina MCP-1 aumentou consideravelmente em 24 h
apos a 12 sessdo de exercicio excéntrico (133,2 vezes). No entanto, ndo houve
alteracdo da expressao génica desta citocina no grupo submetido a 22 sessao,

guando comparado ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 13. Expressado génica de MCP-1 em musculos séleos controle ou analisados 24 h
apés a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparag¢des foram aplicados para verificar diferenca entre os
grupos: barra branca (controle, n=9), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=10) e barra cinza (22
sessdo — 24 h, n=9). *p<0,05 versus controle.

4.3.2 Expresséo génica de citocinas anti-inflamatorias

IL-10
A expressdo génica de IL-10 foi indetectavel no grupo controle, porém foi
observada nos grupos 12 e 22 sessédo, sendo que essa expressao foi menor apos a

22 sessdo quando comparada a 12 (64,6%) (Figura 14).
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Figura 14. Expressdo génica de IL-10 em musculos sé6leos analisados 24 h apés a 12 ou a
22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste t-student para verificar diferenca entre 0s grupos:
barra preta (12 sessdo — 24 h, n=5) e barra cinza (22 sessédo — 24 h, n=5). p<0,05 versus 12
sessao — 24 h.
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YM1

A expresséo génica de YM1 néo foi observada no grupo controle, porém foi
elevada no grupo submetido a 12 sessdo com expressiva reducdo no grupo
submetido a 22 sesséo (91,9%) (Figura 15).
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Figura 15. Expressao génica de YM1 em musculos séleos analisados 24 h ap6s a 12 ou a 22
sessdo de exercicio excéntrico. Teste t-student para verificar diferenca entre os grupos:
barra preta (12 sessdo — 24 h, n=6) e barra cinza (22 sessédo — 24 h, n=9). ?p<0,05 versus 12
sessao — 24 h.

Fizz-1
A expressdo génica de Fizz-1 foi elevada em 24h apdés a 12 sessédo (3,6

vezes), retornando aos valores basais apos a 22 sesséao (Figura 16).
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Figura 16. Expressdo génica de Fizz-1 em musculos soleos controle ou analisados 24 h
apés a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparac¢des foram aplicados para verificar diferenca entre os
grupos: barra branca (controle, n=7), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=7) e barra cinza (22
sessdo — 24 h, n=9). *p<0,01 versus controle; *p<0,001 versus 12 sessdo — 24 h.
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Arginase-1
A expressdo génica da Arg-1 foi robustamente elevada em 24 h apos a 12
sessdo (58 vezes), atingindo os niveis do grupo controle apés a 22 sessdo de

exercicio excéntrico (Figura 17).
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Figura 17. Expresséo génica de Arginase-1 em musculos soéleos controle ou analisados 24
h apdés a 12 ou a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Teste ANOVA seguido por Tukey,
procedimentos por multiplas comparacdes foram aplicados para verificar diferenga entre os
grupos: barra branca (controle, n=7), barra preta (12 sessdo — 24 h, n=7) e barra cinza (22
sessdo — 24 h, n=9). *p<0,01 vs controle; °p<0,001 vs 12 sessdo — 24 h.
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5 DISCUSSAO

Durante as contracdes excéntricas, 0 mecanismo de controle de forca e a
mecanica da agdo muscular sdo distintos daqueles envolvidos nas contragoes
musculares isométricas e concéntricas, sendo as fibras musculares estiradas e
tensionadas ao mesmo tempo (Barroso et al., 2005). Essa maior tensdo pode
provocar danos ao musculo esquelético, rompendo o sarcolema das fibras
musculares e permitindo a entrada de Ca®* para o meio intracelular com
subsequente protedlise (Ciciliot, Schiaffino, 2010; Grefte et al., 2007). Apés a leséo,
€ comum o surgimento de sintomas como edema, dor, perda de forca muscular e
aumento na atividade de creatina quinase (CK) plasmatica (Kamandulis et al., 2010;
Sakurai et al., 2013; Yanagisawa et al., 2010). Ndo obstante, ap6s uma segunda
sessdo de exercicio excéntrico, 0 musculo parece sofrer uma adaptacdo, o ECR,
apresentando uma atenuacdo da leséo, da perda de forca e da dor (Chen et al.,
2012; Paulsen et al., 2009).

De acordo com a literatura (Armstrong et al., 1983; Ogilvie et al., 1988; Shen
et al., 2013; Touchberry et al.,, 2012), nosso protocolo se mostrou efetivo em
provocar injuria no musculo esquelético. Através do nosso protocolo de exercicio
excéntrico executado em esteira, com declive, observamos nas seccdes transversais
dos musculos SOL fibras musculares lesadas marcadas com EBD, em 24 h ap6s a
12 sessédo de exercicio excéntrico. Similarmente aos trabalhos anteriores, em 24 h
apos a 22 sessao verificamos o ECR, demonstrado por meio da reducéo significativa
no numero de fibras lesadas.

O ECR tem sido explorado em estudos com animais e humanos (McHugh,
2003; Nosaka, Sakamoto, 2001; Nosaka et al.,, 2001; Paulsen et al., 2009;
Touchberry et al., 2012; Vissing et al., 2008). Alteracdes neurais foram propostas
como responsaveis por este efeito, visto que as contracdes excéntricas apresentam,
de antemdo, distintas caracteristicas neurais em relacdo as contra¢des concéntrica e
isométrica, com menor amplitude do sinal EMG para uma mesma forga, ou seja,
menor ativacao elétrica (Enoka, 1996).

Adaptacdes mecéanicas também podem estar envolvidas nesta protecédo
promovida pelo ECR. O aumento da rigidez muscular foi sugerido como produto de
mudancas estruturais nos elementos elasticos (titina e desmina) da musculatura

esquelética com papel preventivo frente ao hiperestiramento dos sarcémeros
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provocado pelo estresse mecanico durante as contracbes excéntricas, com
concomitante formacdo de edema (possiveis modificacbes no tecido conjuntivo -
epimisio e perimisio) (Howell et al., 1985; Purslow, 1989). Apesar de nao termos
avaliado proteinas musculares estruturais, nossos resultados histolégicos mostraram
um aumento da &rea intersticial apos a 12 sessdo (possivel edema), em ambos os
periodos, com posterior atenuacdo dessa area apos a 22 sessdo. Assim, é possivel
hipotetizar que tais alteragcdes morfologicas possam ter ocorrido devido a modulacao
dos componentes da matriz extracelular apos a carga repetida. Além disso, essas
alteracdes microscopicas nao refletiram em modificacbes nos pesos corporal e
muscular.

Como mencionado anteriormente, outro mecanismo que poderia esclarecer o
ECR provém de adaptacdes celulares (McHugh, 2003). Mesmo havendo evidéncias
a respeito do aumento no numero de sarcémeros em série e disfungdes no sistema
A-C (Brockett et al., 2001; Lynn et al., 1998; Warren et al., 2001), a resposta
inflamatoria nos pareceu mais atrativa e convergiu com 0s nossos resultados. Afinal,
€ em resposta a injuria que o processo inflamatério é desencadeado, com a
migracdo de células fagocitarias e secretoras de citocinas inflamatorias e fatores de
crescimento para o local da lesdo, as quais contribuem para o processo regenerativo
do tecido muscular esquelético (Arnold et al., 2007; Ciciliot, Schiaffino, 2010; Grefte
et al., 2007; Jarvinen et al., 2005).

Com enfoque em citocinas, Liao et al. (2010) observaram, em ratas, um pico
de expressao génica de TNF-alfa em 24 h apds o exercicio excéntrico em esteira
(duracao de 2 h), tanto no masculo GAS como na por¢ao profunda do musculo vasto
lateral (DVL). Minari et al. (2015), complementando o estudo anterior, verificaram um
aumento da expressédo proteica desta citocina na cabeca longa do triceps (CLT) de
ratos em 24, 48 e 72 h ap0s corrida em esteira (descida). Resultados similares foram
encontrados em nossas analises, com um aumento da expressdo génica de TNF-a
em 24 h apos a 12 sessdo. Considerando que o TNF-a possui importante funcéo
durante a inflamacdo aguda e crénica (Palladino et al., 2003), e que estimula os
macrofagos M1, os quais secretam citocinas proé-inflamatérias, especulamos que
essa elevacdo da expressédo génica de TNF-a pode ter contribuido para uma maior
expressao de citocinas pro-inflamatdrias na tentativa de promover a fagocitose e a

digestao de debris.
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Em outro estudo, ratos Wistar apresentaram um aumento na expresséo
génica de iINOS no musculo TA apoOs serem submetidos a 5 dias consecutivos de
exercicio excéntrico intermitente em esteira (Shen et al., 2013). Em nosso estudo,
também observamos uma elevacao da expressao génica de iNOS em 24 h apos a 12
sessdo de exercicio excéntrico. Visto que animais knockout para esta citocina
tiveram déficit na proliferacdo e diferenciacdo de células satélites apos lesdo com
CTX (Rigamonti et al. , 2013), sugerimos que esse aumento da expressao génica de
INOS pode ter otimizado o processo de regeneracdo muscular, estimulando a
proliferacéo e diferenciacao de células precursoras miogénicas de modo a recompor
as fibras lesadas ap0s o exercicio excéntrico.

Niveis elevados de expressdo proteica de IL-1B foram encontrados nos
musculos GAS de ratos Wistar ap0s cinco sessfes de EEs excéntricas (Ochi et al.,
2011), assim como em musculo QD de ratos submetidos ao exercicio excéntrico em
esteira, apos 24 h (Silva, Tromm et al., 2013). Hamada et al. (2005) mostraram um
aumento da expressao génica de IL-18 em musculo vasto lateral (VL) de humanos
idosos (entre 66 e 78 anos) apd6s 72h de exercicio excéntrico em esteira, com
aparente tendéncia de aumento em sujeitos jovens. Nossos dados mostraram uma
substancial elevacdo da expressdo génica de IL-18 em 24 h apds a 12 sessdo. A
citocina IL-1B esta envolvida na modulagédo de células imunes durante a fagocitose
(Burdzinska et al., 2014) e a sua expressao estimula o NFkB, o qual ativa a
transcricdo de genes envolvidos com inflamacédo (Ghosh, Hayden, 2008). Assim, é
possivel hipotetizar que essa alta expressao génica de IL-18, assim como a do TNF-
a, pode ter auxiliado na regulacdo de células inflamatérias e consequente acumulo
de citocinas proé-inflamatorias no local da lesdo, otimizando os periodos iniciais do
processo de regeneracdo muscular esquelético.

Haramizu et al. (2011) verificaram que camundongos resistentes e
predispostos a senescéncia tiveram um aumento na expressao génica de MCP-1 no
muasculo GAS apds serem submetidos ao exercicio excéntrico em esteira.
Camundongos knockout para esta citocina tiveram a inducéo de TNF-a e a ativagao
de NF-kB comprometidas e a fibrose diminuida em resposta a um corpo estranho
(Moore et al., 2015). Em nossos experimentos, a expressao génica da citocina MCP-
1 aumentou robustamente em 24 h apés a 12 sessdo de exercicio excéntrico, com
aparente tendéncia de redugdo apdés a 22 sessdo. A citocina MCP-1 pode

comprometer a angiogénese e a regeneracdo muscular esquelética (Moore et al.,
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2015), e a auséncia desta citocina em animais transgénicos (knockout) diminuiu o
recrutamento de macréfagos apds a lesdo muscular com CTX (Martinez et al., 2010).
Portanto, propomos que o grande aumento da expressdo génica de MCP-1 pode ter
estimulado o acumulo de células do sistema imune no local da leséo suficiente para
promover um microambiente mais propicio para a recuperacdo do tecido muscular
esquelético.

Em estagios tardios da inflamacéo, os macréfagos M2 secretam IL-10 e Fator
de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1), os quais auxiliam na regeneracao da
fibra muscular lesada (Rigamonti et al., 2013). Smith et al. (2007) detectaram, em
humanos, um aumento da concentracdo plasmatica de IL-10 em 12 h apds a 22
sessdo de exercicio excéntrico em esteira. A citocina IL-10 atua como supressora de
citocinas pré-inflamatérias via STAT3 (“Signal transducer and activator of
transcription factor 3”) (MacKenzie et al., 2014). Assim, sugerimos que 0 aumento da
expressdo génica de IL-10 ocorrido em nosso estudo apés a 12 sessédo tenha sido
proporcionado no intuito de conter a producdo de citocinas pro-inflamatoérias (como
TNF-a, iINOS, IL-18 e MCP-1), e sua posterior queda frente ao dano repetido tenha
acontecido como consequéncia da menor extensao da leséo.

Nair et al. (2003) mostraram um aumento na indugcéo da expressao génica de
Fizz1 e YM1 em macrofagos isolados de camundongos tratados com IL-4, assim
como macrofagos derivados da medula 6ssea apresentaram altos niveis de
expressao proteica de YM1 e Arg-1 apos o tratamento com IL-4 e IL-13 (Welch et al.,
2002), sugerindo a interacdo entre estas citocinas e macréfagos. No presente
estudo, a expressdo génica de YM1 nao foi observada no grupo controle, sendo
expressa no grupo 12 sessao com notavel reducdo apos a 22 sessdo. Considerando
gue a citocina YM1 é altamente expressa em ratos com inflamacéo pulmonar (Zhong
et al., 2014) e esta envolvida na inducdo de macréfagos M2 (Dasgupta et al., 2011),
sugerimos que o aumento na expressdo génica de YM1 obtido em 24 h apés a 12
sessdo de exercicio excéntrico pode ter contribuido para a sinalizacdo de
macrofagos anti-inflamatorios para o local da lesdo, de modo a atenuar o0 processo
inflamatorio.

Como anteriormente exposto, a citocina Fizz-1 é induzida por citocinas Th2
funcionando como supressora da inflamacdo e fibrose em tecido pulmonar e
hepatico (Holcomb et al., 2000; Pesce, Ramalingam, Wilson et al., 2009). Nossos

dados mostraram que a expresséo génica de Fizz-1 aumentou em 24 h apos a 12
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sessao, e retornou aos niveis do controle apds o dano repetido. Ainda que em tecido
distinto (pulm&o), a literatura relata elevados niveis de expressdo génica das
isoformas de Fizz-1/2 em processos inflamatorios (Stutz et al., 2003), o que torna
possivel hipotetizar que o aumento na expressdo génica de Fizz-1 verificado em
nosso estudo em 24 h apos a 12 sessao de exercicio excéntrico pode ter acontecido
na tentativa de controlar a inflamacéo e prevenir o possivel surgimento de fibrose
muscular durante a regeneracdo muscular esquelética.

A citocina Arg-1 esta envolvida no metabolismo da arginina, a qual contribui
de forma significativa para o desenvolvimento da fibrose muscular em camundongos
com DMD (Wehling-Henricks et al., 2010). Além disso, assim como a citocina YM1,
tem sua expressao génica elevada em ratos com inflamacéo pulmonar (Zhong et al.,
2014). Nossas analises revelaram que a expressao génica de Arg-1 foi
robustamente elevada em 24 h apds a 12 sessdo, atingindo os niveis do grupo
controle apés a 22 sessdo de exercicio excéntrico. Este aumento robusto apds a 12
sessdo possivelmente pode ter colaborado para a deposicdo de colageno e
remodelamento da matriz extracelular apés a lesdo, atuando em conjunto com as
citocinas IL-10, YM1 e Fizz-1.

Citamos anteriormente que 0s estudos com exercicio excéntrico realizados
em animais geralmente utilizam corrida em esteiras motorizadas, com declive, para
induzir o dano. A maioria desses protocolos apresenta variacbes quanto a
velocidade (10 a 26 m/min) (Armstrong, Taylor, 1993; Maruhashi et al., 2007),
inclinagéo (-5 a -30°) (Chavanelle et al., 2014; Hollander et al., 2001) e tempo de
duracédo (30 a 150 min) (Kawanishi et al., 2013; Valero et al., 2012). Apesar da
variabilidade dos parametros, é consensual que o objetivo de se provocar o dano é
atingido, ainda que o mesmo seja mensurado, em muitos estudos, de maneira
indireta (aumento da concentracdo plasméatica de CK e da expressado de HSPs).

Outro fator importante a ser levado em consideracdo nesses protocolos
utilizando esteiras é o tempo de duracdo destes; 0 que se relaciona com questdes
sobre a influéncia do exercicio aerébio nos resultados obtidos, visto que grande
parte deles executam, no minimo, 30 min de corrida. Todavia, deve-se ressaltar que
0 exercicio aerobio € caracterizado pelo consumo maximo de oxigénio (VOomax) €
deplecédo preferencial de carboidratos (glicogénio) em sujeitos destreinados. Um
trabalho recente comparando o VO, de ratos Wistar em subida (predominantemente

concéntrica) e descida (predominantemente excéntrica) mostrou que para uma
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mesma angulagdo, 0os animais submetidos ao exercicio excéntrico apresentaram
quase metade do VO, daqueles que correram em concéntrica (Chavanelle et al.,
2014). Armstrong, Taylor (1993) avaliaram em ratos a perda de glicogénio em trés
angulacdes (+16°, 0° e -16°), e apenas ap0s o exercicio excéntrico o glicogénio
muscular foi mantido.

Um trabalho observou um aumento da concentracdo plasmatica de CK,
reducdo da capacidade de absorcdo de radicais livres (atividade antioxidante) e
aumento de leucocitos apoptoticos em 24 h somente apos corrida em descida
(esteira) quando comparados a corrida em horizontal (Park, Lee, 2015). Buford et al.
(2009) mostraram, em humanos, que em 3 e 24 h apdés uma sessdo de exercicio
excéntrico aerobio (-10°, 45 min e 60% do VO2max) NA0 houve aumento significativo
na expressado génica de TNF-a e IL-1 no musculo VL. Assim como, ndo foram
detectadas alteracbes plasméticas de TNF-a, IL-1B e IL-10 em humanos
destreinados submetidos as contracBes excéntricas (Kanda et al., 2013). Tais
achados sugerem que os efeitos aerdbios em protocolos excéntricos com esteira
sejam sutis ou nulos.

ProposicBes recentes tem dado énfase as vesiculas subsarcolemais,
atribuindo as mesmas funcdes criticas na protecdo gerada pelo ECR. Durante as
contragdes excéntricas, os tubulos-T ancorados aos sarcémeros sofreriam pequenas
rupturas e, neste momento, vesiculas de disferlina localizadas préximas a regiao
subsarcolemal se fundiriam a membrana lesada recompondo a sua estrutura
(Ciciliot, Schiaffino, 2010; Cooper, Head, 2014). Yin et al. (2015) mostraram que
bidpsias de pacientes com disferlinopatia apresentaram maior populacdo de
macrofagos quando comparadas as de pacientes com DMD. Esses resultados
incipientes nos levam a hipotetizar que a disferlina poderia atuar na modulacédo do
processo inflamatério e, sincronicamente aos nossos resultados, reforcam as
evidéncias de que a protecdo muscular decorrente do ECR parece ser mediada pela

resposta inflamatoria.
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6 CONCLUSAO

Considerando que as citocinas pré e anti-inflamatorias possuem importantes
funcdes na resposta imune e recuperacdo de tecidos lesados, nossos resultados
sugerem que a elevacdo dos niveis de expressao génica de citocinas pré e anti-
inflamatoérias contribuiu para a atenuacdo da lesdo muscular detectada ap6s a

repeticdo de uma sessao de exercicio excéntrico.
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